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Existen especies vegetales que proporcionan gran cantidad de alcaloides 
con actividades biológicas entre las cuales se encuentran las pertenecientes 
a la familia Amaryllidaceae. 
la producción abundante de lic
citotóxica contra varias líneas celulares de tumores humanos. Sin embargo, 
la tasa de multiplicación 
cinco bulbilos a partir de un bulbo adulto por año), por lo cual l
micropropagación in vitro
biomasa en un periodo 
 
Se indujo la embriogénesis 
provenientes de los 
Crinum x powellii “album”. La inducción y proliferación de callos friables se 
logró en el medio Murashige y Skoog
2,4-diclorofenoxiacético 
concentraciones de 6
mayor tasa de crecimiento y la posterior formación 
(ESs) con 1 mg/L de 2,4
dichos embriones aumentó significativamente al disminuir la
de 2,4-D y kinetina
más efectiva 0.4 mg/L de 2,4
embriogénicos proliferaron al ser transferidos al medio MS libre de 
reguladores de crecimiento. 
 
Posteriormente, los ESs 
diferentes concentraciones de 
cual se encontraba un 
directo del material vegetal co
RESUMEN 
En esta familia el género Crinum
orina, la cual presenta marcada actividad 
de dicho género es bastante baja
 ofrece una alternativa para aumentar esa tasa y 
relativamente corto de tiempo. 
somática indirecta a partir de explantes 
cormos internos de la parte basal de los bulbos de 
 (MS) (1962) suplementado con
(2,4-D) en combinación con diferentes 
-benzilaminopurina (6-BAP) y kinetina, obteniendo la 
de embriones somáticos 
-D y 1.0 a 1.5 mg/L kinetina, aunque la inducción de 
 en un 60 y 75% respectivamente, siendo la combinación 
-D y 0.375 mg/L de kinetina
 
fueron transferidos al medio MS suplementado con 
GA3 (0.5, 0.75, 1.0, 1.5 y 2.0 mg/L),
disco de papel filtro estéril para evitar el contacto 
n el medio y estimular su desecación
 se destaca por 





. Los callos 
 
sobre el 
. Al cabo 
 de una semana, se retiró el disco de papel 
sobre el medio de cultivo para su maduración; siendo los medios más 
efectivos los que contenían 
algunos de los ESs alcanzaron la fase escutelar. Sin embargo, no se logró la 
germinación de dichos embriones; en lugar de desarrollar plántula


















y los embriones fueron reubicados 
1.0, 1.5 y 2.0 mg/L de GA
e callo friable. 










There are plant species that provide a large amount of 
biological activities 
Amaryllidaceae family
the abundant production of licorina, which 
several human tumor 
rather low (around five bulbils from bulb adult per year), 
micropropagation offers an alternative to increase the rate and biomass in a 
relatively short period 
 
Indirect somatic embryogenesis was induced 
of the bulbs of 
proliferation of friable callus was achieved on MS 
Skoog, 1962) supplemented with 
combination with different concentrations of 6
and kinetin, obtaining the highest growth rate and the subse
of somatic embryos (SEs) with 
although the induction of such embryos increased significantly by decreasing 
the 2,4-D and kinetin concentration at 60 and 75% respectively, being the 
most effective combination 0.4 mg/L of 2,4
embryogenic callus proliferated when 
free of growth regulators.
 
Subsequently, the SEs
different concentrations of GA
wich stood on a sterile fi
material with the medium to
was with drew and the 




which among them are those belonging to the 
. In this family, the genus Crinum is characterized by 
has high cytotoxic activity against 
cell lines. However, the rate of growth of this 
that is why the
of time. 
by explants from internal corms 




2,4-D (1 mg/L) and kinetin 
-D and 0.375 mg/
they were transferred to MS medium 
 
 were transferred to MS medium, supplemented with 
3 (0.5, 0.75, 1.0, 1.5 and 2.0 mg/L), they on 
lter paper disk to avoid direct contact of the vegetable 
 encourage its drying. After a week
embryos were relocated on the culture medium for 









(1.0 to 1.5 mg/L), 
L of kinetin. The 
, the paper disc 
 1.5 and 2.0 mg/L of GA
However, germination 
seedlings, there produced a
ability form again friable callus
 
Keywords: 6-benzylaminopurine

























3, in which some SEs reached the scutellar stage. 
was not achieved such embryos, instead developing 
 lots of roots and some lost their 
. 
, callus, 2,4-dichlorophenoxyacetic 
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Diversos estudios fitoquímicos y farmacológicos han 
de varios compuestos 
drogas usadas en la medicina moderna han sido aisladas directamente de 
plantas o son obtenidas mediante hemisíntesis de compuestos de origen 
natural. Una de las familias
por la importancia de sus alc
2002); en ésta, el género 
licorina, la cual presenta marcada actividad citotóxica contra varias líneas 
celulares de tumores humanos (Cabezas et al., 2007). 
 
La multiplicación vegetativa en especies de la familia Amaryllidaceae está 
asegurada a través de sus bulbos; sin embargo, 
bastante baja (alrededor de cinco bulbil
y varias de ellas son estéril
de la cual se ha logrado aislar diversos compuestos, encontrando como 
alcaloide principal licorina (Niño et al., 2005). 
nuevas técnicas de 
vegetales de interés farmacológico, entre las cuales se encuentra el cultivo 
vitro de células vegetales (Verpoorte et al., 2002; 
 
Por otra parte, la industrialización y 
sobreexplotación y la 
plantas de interés farmacológico, como 
Crinum, las cuales han sido utilizadas en el tratamiento de varias 
enfermedades y molestias físicas 
muchas especies de plantas medicinal




con actividades biológicas; una amplia 
 de plantas que ha sido estudiada ampliamente 
aloides es la Amaryllidaceae 
Crinum se destaca por la producción abundante de 
 
su tasa de propagación es 
os a partir de un bulbo adulto por año)
es, este es el caso de Crinum x 
Por esto, hay que recurrir a 
propagación para preservar los recursos genéticos 
Morán et al., 2003
el urbanismo acelerado
pérdida de valiosos recursos naturales, incluidas las 
lo son las especies del género 
(Okpo et al., 2001; Ode et al., 2006).









s han llevado a la 
 Hay 
 y su 
(Chand and 
 Entre las técnicas de cultivo 
representa un método eficiente para la regeneración de pl
preferido entre otros métodos, 
genético de especies vegetales, debido principalmente a la dificultad que 
existe para regenerar tejidos por otras vías, como la 
and Sahrawat, 2002
 
Los niveles de co
explantes y el establecimiento de cultivos embriogénicos proliferantes 
dependen del material vegetal utilizado. Las variedades de una especie 
difieren tanto en su respuesta a las condiciones de maduración 
tiempo requerido para la diferenciación de embriones somáticos. Por lo tanto, 
cada fase de la embriogénesis somática debe ser determinada 
experimentalmente 
 
in vitro de tejidos, la embriogénesis somática 
porque puede ser usada en el mejoramiento 
organogénesis (
; Huang et al., 2005; von Arnold, 2008).
mpetencia embriogénica, la morfología potencial de 
para cada especie vegetal (von Arnold, 2008).
ántulas y se ha 
Chand 
 








La familia Amaryllidaceae 
herbáceas, en gran parte provistas de bulbo con rizomas o con raíces 
fasciculadas; presentan hojas simples, generalmente sésiles y lineales o e
forma de tiras, lanza, lanceoladas hasta ampliamente elípticas de forma 
plana o cóncava. Las raíces son adventicias y se originan de la placa basal 
del bulbo (Meerow et al
 
Las flores son hermafroditas, actinomorfas (de simetría radial), generalmente 
son grandes y atractivas, compuestas de 6 tép
conjuntos de 3 piezas con la misma morfología, 
la base formando un tubo corto 
se hallan solitarias o dispuestas en inflorescencias o en umbela. Los tépalos 
pueden ser de color verde, verde y blanco, blanco puro, o alguna 




asegurada a través de los 
plantas bulbosas, un solo individuo, aún en aislamiento, puede multiplicarse 
indefinidamente a través del tiempo en forma asexual gracias a estas 
estructuras. Así mismo, varias especies de Amaryllidaceae son estériles, por 
lo que la reproducción vegetativa
poseen. Las flores 
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2. MARCO TEÓRICO 
 
 
está conformada por un grupo de plantas 
., 1999; López and Espejo, 2002).  
alos dispuestos en dos 
libres entre sí o soldados en 
o largo, con 6 estambres y un ovario ínfero; 
 
 en las especies de Amaryllidaceae está 
bulbos que éstas presentan. Como 
 es la única alternativa reproductiva que 
vistosas de las especies Amaryllidaceae son polinizadas 
n 
mente 
ocurre en otras 
  




Las plantas de 








Hasta la fecha, los análisis filogenéticos de las 
en la morfología y matrices de secuencias de gen
31 familias pertenecientes al orden 
Amaryllidaceae, las cuales
paralelo con Liliales
orden. La relación de 
sido difícil de demostrar; sin emb
encontró que las familias 
forman un grupo monofilético estrechamente relacionado con las familias 
Hyacinthaceae s.s. y Themidaceae
1999). 
 
Las especies de la familia Amaryllidaceae se enc
tribus: Amaryllideae, Calostemmateae, 






de la familia Amaryllidaceae 






es, han permitido clasificar 
Asparagales, 
 debido a que han desarrollado muchos rasgos en 
 se encontraban catalogadas erróneamente 
la familia Amaryllidaceae con otros Asparagales
argo, al utilizar datos moleculares 
Amaryllidaceae, Agapanthaceae
 del orden Asparagales
uentran agrupadas en 15 
Clinanteae,
Lycorideae, Narcisseae, Pancratieae, y 
 et al., 1999; Meerow et al., 2000). 





 y Alliaceae, 





La familia Amaryllidaceae consta de 
principales centros de diversi
(18 géneros). La región
Australia solo tiene 
endémicas de Amaryl
se encuentran 111 
dos regiones. La familia 
lugares estacionalmente secos, el sotobosque de las selvas tropicales y 
riveras de los ríos (Snijman, 2004).
 
De acuerdo con Motomi et al., (1999), al secuenciar el gen matk localizado 
en el genoma de cl
géneros de la familia Amaryllidaceae, permitió determinar que el centro de 
origen de ésta familia evolucionó desde el África y subsecuentemente se 
expandió hacia otros continentes. Otras líneas de eviden
que Suramérica fue el centro de diversificación secundaria. 
 
2.2 GÉNERO CRINUM
Es un género de plantas 
con flores vistosas parecidas a las de los 
deriva del griego "
aproximadamente 120 especies que se distribuyen a lo largo de lagos y 
fuentes de agua en regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo.
 
2.2.1 Descripción morfológica
El género Crinum 
crecen a partir de bulbos
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 de la familia Amaryllidaceae
59 géneros y 860 especies
dad América del Sur (28 géneros) y Sudáfrica 
 Mediterránea cuenta con ocho géneros, 
tres géneros. África del Sur tiene 210 especies 
lidaceae; en las regiones de Namaqualand y del Cabo 
especies, de las cuales el 77% son endémicas de
Amaryllidaceae puede ocupar hábitats diferentes: 
 
oroplastos, en 31 especies representativas de los 59 
cia permiten deducir 
 
bulbosas perteneciente a la familia
lirios (Lilium). El nombre 
krinon" que significa lirio o azucena
 
está constituido por plantas herbáceas
 gruesos de hasta 15 cm de diámetro. Las hojas son 
  









 perennes que 
  
planas, muy largas y arrosetadas. Las flores son actinomorfas, 
sumamente vistosas. El perigonio 
6 tépalos unidos en su parte basal, formando un tubo cilíndrico o abierto. El 
androceo está compuesto por 6 
cortos o más largos que los tépalos. Los estambres presentan filamentos 
filiformes y anteras versátiles, dorsifijas. El 
ovario ínfero, trilocular, con los 
uniovulados. El estilo
cápsula. Las flores se hallan dispuestas en 
extremidad de un largo 
Archer, 2004). 
Figura 1. Crinum x powellii 
joven sin inflorescencias.
 
Crinum × powellii presenta un 
de un cuello corto. Las 
largo por 7 - 10 cm de ancho, lisas, de color verde brillante, muy decorativas. 
Las flores son pedunculadas, blancas o 
y los segmentos lineal
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es infundibuliforme o rotado, compuesto de 
estambres, los cuales pueden ser más 
gineceo está compuesto por un 
lóculos pauci o pluriovulados, 
 es filiforme y el estigma es subcapitado. El 
umbelas 
escapo macizo y sin hojas (López and Espejo, 2002; 
“album”: a) Flor. b) Hojas. c) Bulbo. d) Planta 
 
bulbo globoso, de 7 cm de diámetro, provisto 
hojas son numerosas, arrosetadas, de 9 a 12 dm de 
rosas, con un tubo de 7 cm
-oblongos algo más largos. Las flores están dispuestas 
hermafroditas, 
en ocasiones 
fruto es una 
plurifloras en la 
 
 de largo 
  
en umbelas de 6 a 9 flores, en la extremidad de un largo 
verde claro comprimido y 
puede alcanzar una altura de 0.8 
(Christman, 2006). 
 
Se considera que Crinum × powellii 
entre Crinum bulbispermum 
planta del jardín particular de Sir W. Bowman, Jolwynds, Dorking (Inglaterra), 
en julio de 1887. Se diferencia de sus progenitores porque 
presenta 12 - 15 hojas de 0
bulbispermum, 5 - 












El género Crinum 
además separaron el género en dos secciones basados en el grado de 




americanum L. (Meerow 
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sin hojas de 6 dm de altura. Florece en verano y 
– 1.2 m dependiendo de la especie 
es el resultado del cru
por Crinum moorei; fue descrita a partir de una 
.5 – 0.9 m de longitud y flores rosadas; 
8 hojas de 0.6 – 2.0 m de longitud y flores blancas con 
and Delucchi, 2007).  






fue establecido por Linneaus (1753) y
 lo dividió en tres subgéneros: 
 y Codonocrinum; posteriormente él mismo eliminó el 
y lo clasificó dentro de Stenaster, 
Crinum puesto que contiene el tipo de especies, 





 Herbert (1837), 
el cual debe ser 
C. 
  
La distribución de este género es más significativa en el África subsahariana 
y su afinidad taxonómica con un grupo de géneros endémicos de África 
permite que sea incluido 
determinada por numerosas semejanzas morfológicas, con fibras de tejidos 
extensible en las hojas, óvulos comúnmente numerosos y ricos en agua. Es 
el género más grande en la 
fuera de África (Meerow 
 
Se han producido confusiones en la nomenclatura de las especies del género 
Crinum, debido a búsqueda
botánicos, información insuficiente o una mala interpretación y 
reconocimiento del material vegetal, debido a las similitudes morfológicas 
que presentan algunas especies. En el caso del híbrido 
“album”, se presenta confusión en una de las especies que 
cruce interespecífico
otra suele confundirse 
2001).   
 
2.2.3 Distribución geográfica
El género Crinum L.
especies que se encuentran en África, América, Asia y Australia. Las semillas 
de Crinum se han 
consideró que este factor es el responsable de la distribución 
presencia en regiones 
de dispersión se originó en África y se extendió hacia América y Australia; lo 
anterior explica las similitudes 





en la tribu Amaryllideae; la cual está muy bien 
subtribu Crininae y el único capaz de dispersarse 
and Snijman, 2001).  
s inadecuadas, fallas en la asignación de códigos 
; es claro que una de ellas es Crinum moorei
con C. longifolium y C. bulbispermum
 del género Crinum  
 es el único género pantropical de la Amaryllidaceae
adaptado a la dispersión oceánica; Koshimizu (1930), 
fuera del continente africano de este género; el punto 
de las especies americanas de 
 (Meerow et al., 2003).  
Crinum x powellii 
participó en el 
, pero la 
 (Hannibal, 
, con 
amplia y de la 
Crinum con las 
  
2.3 CULTIVO IN VITRO
El cultivo in vitro de tejidos vegetales, consiste en aislar una parte de la 
planta (semillas, embriones, tejidos, células), para cultivarla en un medio 
nutritivo y en condiciones asépticas controladas; se caracteriza por la 
multiplicación rápida de explantes provenientes de
abriendo la posibilidad de obtener gran cantidad de individuos 




Schwann y Schleiden; 
establece que cada célula viva de un organismo 
está en capacidad de desarrollarse
y cuando se les proporcionen las condiciones necesarias para su crecimiento 
(Montoya, 1991).  
 
Muchas especies de plantas han desarrollad
incluyendo la embriogénesis somática
ambientales y genétic
ser práctica para todas las especies de plantas, siempre 
sea competente y el medio de cultivo 




Es una técnica biotecnológica de propagación de plantas que permite 
obtener embriones a partir de células somáticas (no sexuales) desde 




 una planta donante, 
y células 
 y callos (Ayerbe, 1990).
os sobre cultivo in vitro fueron realizados
quienes postularon la teoría de la totipotencia
multicelular 
 y regenerar una planta completa
o diferentes métodos asexuales
 (ES), para superar 
os que impiden la fertilización. Además, 
y cuando 
y las condiciones del medio ambiente 






 en 1838 por 
, la cual 




La ES puede 
el explante 
  
plantas in vitro, debido a la naturaleza bipola
coeficientes de multiplicación en períodos de tiempo
radican en el desconocimiento que existe sobre los parámetros que regulan 
este proceso, siendo aún limi
reporta una ES efic
beneficio biotecnológico
 




condiciones del cultivo, entre otros
2003). 
 
Existen dos tipos de 
formación de embriones somáticos
partir de células embriogénicas pre
callos; puesto que las células dentro 
embriogénicas, es posible inducirlas y posteriormente pro
para formar ESs (Parrott, 2002). 
 
La forma indirecta implica una fase intermedia de callo en la que las 
cambian su competencia 
formación de pro-embriones al utilizar altas concentraciones de auxinas en el 
medio de cultivo, los cuales, posteriormente evolucionan a 
transferidos a un medio de cultivo con me
reguladores de crecimiento 
 
La ES indirecta puede ser
aparecen ESs entre las 12 
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r del embrión y sus altos 
 cortos
tado el número de especies en la
iente y que permita el uso repetible del método
 (Barranco et al., 2003; Quiroz et al., 2006
 (ESs), germinación y conversión en pl
 de la planta progenitora, del tipo y 
, de los reguladores de crecimiento
 factores (Jiménez, 2001; 
ES in vitro: directa e indirecta. La vía directa, involucra la 
 (ESs) en un segmento del explante a 
-determinadas sin la formació
de un embrión cigótico son de por s
 
genética a la expresión embriogénica 
nores concentraciones de 
(von Arnold et al., 2002). 
 de baja y de alta frecuencia; en la primera, 
- 14 semanas de cultivo, aislados o en pequeños 
; sus desventajas 
s cuales se 
 para el 
). 
ántulas; cada una 
del estado 
 y de las 
González, 
n previa de 
í 
mover su división 
células 
induciendo la 
ESs al ser 
  
grupos que se desarrollan compl
embriogénicas, el número de callos con 
pocos embriones por callo; en la segunda, los 
semanas de cultivo, agrupados en un número mucho mayor, aunque 
aparecen en una menor cantidad de callos (Artola, 2004).
 
Desde el punto de vista práctico, el proceso de 
sólido es muy laborioso, debido a la necesidad de 
frecuentes a medio
disponibilidad de nutrientes, los metabolitos excretados por los tejidos se 
difunden mejor y se puede reemplazar por medio
sin embargo, se pueden presentar problemas de aireación 
fenómenos de vitrificac
 
La ES facilita la 
posibilidad de ampliar la propagación de embriones somáticos
mediante el uso de biorreactores; además, en la mayoría de los casos, 
embriones pueden ser criopreservados, lo que permit
de germopalsma (Gahan 
 
2.4.2 Factores que afectan el cultivo de tejidos vía embriogénesis 
somática (ES)
2.4.2.1 Esterilización del material utilizado (
Este aspecto está
recipientes de siembra
lleva a cabo la manipulación
esterilización de los medios de cultivo se elimin
presentes en las sustancias utilizadas para su preparación; este proceso por 
lo general se lleva a cabo en autoclaves, siendo menos frecuente 
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etamente pasando por las diferentes etapas 
ESs es alto, aunque se
ESs aparecen entre las 16 
 
la embriogénesis en medio 
realizar
s frescos. Mientras que en medio líq
s frescos con más facilidad; 
ión de los tejidos (Celestino et al., 2005).
multiplicación vegetativa a gran escala, debido a la 
iría establecer bancos 
and George, 2008).  
 
Asepsia) 
 relacionado con el material vegetal, medios nutritivos, 
, cuartos de incubación y herramientas con las que se 













de radiación y la filtración.
medio nutritivo, la planta o el explante 
trabajo y el operador. La
utilizando sustancias químicas tales como: etanol (70%), hipoclorito de sodio 
o de calcio (20 - 30%), entre 
material vegetal utilizado (Rosell 
 
En el caso de las especies de la familia A
un proceso exhaustivo de esterilización del material vegetal empleado
establecimiento de cultivos 
insectos, hongos y bacterias que deterioran los bulbos
plantas, producen 
de virus y causan daños e
(Black, 2000). 
 
Por ejemplo, las especies del género 
hongos, tales como 
que causan principalmente 




En diferentes especies del género 
inducida por el hongo 
Pseudocercosporella 




Phoma sp.); mientras que
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 El material vegetal puede ser contaminado por el 
como tal, el ambiente del área de 
 desinfección de los explantes 
otros; la elección depende del tipo 
and Villalobos, 1990). 
maryllidaceae, es necesario realizar 
in vitro, puesto que se ven afectadas por 
, hojas y flores de las 
deformación en el crecimiento, estimulan
n el follaje por la succión de líquidos de la planta 
Amaryllis son atacadas por uno o más
Pythium spp., Sclerotium rolfsii y Stagonospora curtisii
podredumbre en la raíz y el bulbo (Black, 2000).
 también afecta a las especies del género 
 lesiones en el bulbo, hojas, e inflorescencias (
Crinum se ha observado una enfermedad 
Hyphomycetes perteneciente al género 
Deighton, que puede producir la m
.  
 se han identificado varias especies de hongos 
, Colletotrichum gloeosporioides
 Crinum sp., es atacado por: Alternaria alternata
se lleva a cabo 
y origen del 
 para el 





uerte de toda la 
, C. dematium y 
, 
  
Alternaria sp., A. tenuissima
oxysporum, Colletotrichum dematium
byssoides y P. lateralis
las puntas de las hojas, que avanzan hacia su int
tejido (Bonilla et al., 2003)
 
2.4.2.2 Genotipo y estado de
El desarrollo del cultivo 
material vegetal utilizado
células y los diferentes tipos de órganos en cuanto a 
regenerativa en el cultivo de tejidos
división celular y regeneración, entre plantas de una misma familia difiere 
notablemente (KrishnaRaj 
 
El estado de desarrollo de la planta madre, 
el tamaño, son de gran influencia en el éxito del cultivo 
determinado que entre más pequeño 
de supervivencia, debido a que un número reducido de células 
asumirían el crecimiento, aunque el riesgo de contaminación 
comparado con el de un explante de mayor tamaño. 
utilizar material procedente de plantas jóvenes, debido a su 
regenerativa (Pérez, 1998).
 
2.4.2.3 Medio de cultivo
El medio de cultivo c
de células, tejidos, protoplastos, anteras y para lograr el desarrollo de 
embriones, la organogénesis, la micropropagación, etc. 
diferentes de las plantas a cada medio específico, lo cual 
los requisitos particulares 
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, Cercospora sp.,C. longissima
, Memnoniella echinata
, produciendo generalmente manchas carmelitas en 
erior y necrosan todo el 
. 
 desarrollo del explante 
in vitro depende considerablemente del tipo de 
, puesto que existen notables diferencias entre las 
 in vitro; además, la potencialidad
and Vasil, 1995). 
la edad fisiológica del explante 




onstituye un elemento fundamental para el cultivo 
E
pone de 




 de la 
y 
in vitro; se ha 
totipotentes 
sería menor 








una planta y cumplen funciones específicas durante su desarrollo
(Kyte and Kleyn, 1996)
 
Tabla 1. Algunos elementos importantes para la nutrición de plantas y su 
importancia fisiológica (Kyte 
 
ELEMENTO 
Nitrógeno Componente de proteínas, ácidos nucléicos, aminoácidos, vitaminas y algunas coenzimas
Potasio Regula el potencial osmótico, es el catión inorgánico
Calcio 
Componente integral de la pared celular, 
permeabilidad y facilita el movimiento de carbohidratos y 
aminoácidos a través de la planta
hormonas vegetales, regulando la germinación, el crecimiento y la 
senescencia. El calcio citoplasmático se une a
(calmodulinas), que al ser activadas pueden modificar enzimas
constitutivas
Magnesio Cofactor enzimático, componente de la clorofila
Fósforo Intervienen en la transferencia de energía, es componente de intermediarios en la 
Azufre Presente en varios aminoácidos y algunos cofactores; promueve el desarrollo de raíces y follaje verde
Cloro Estimula la fotosíntesis
Hierro Participa en la conversión de energía durante la fotosíntesis
Manganeso Cofactor enzimático
Cobalto Componente de varias vitaminas, permite la fijación de nitrógeno
Cobre Cofactor enzimático, interviene en reacciones de transferencia de 
electrones
Zinc Cofactor enzimático, involucrado en la biosíntesis de 
Molibdeno Cofactor enzimático, ayuda en la fijación de nitrógeno y su 
conversión a amonio
 
Los carbohidratos son utilizados como fuente de energía y como reguladores 
osmóticos; los más usados son: sacarosa, glucosa, maltosa, rafinosa, 
fructosa, galactosa,
manosa al 3% inhibe la inducción de embriones somáticos
embriones cigóticos inmaduros de plantas de paraí
mientras que la glucosa favorece la formación de éstos 
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 Los minerales son esenciales 
.  




. Modula la acción de todas las 
 proteínas receptoras 
 
 






 manosa y lactosa; aunque se ha demostrado
so (Melia azedarach
(Vila et al., 2003)
para la vida de 
 (tabla 1) 
 principal 





 que la 




Para obtener un mejor crecimiento de
adicionar al medio de cultivo una o más vitaminas y aminoácidos; la tiamina 
(vitamina B1) ha sido catalogada como ingrediente esencial; otras vitaminas 
como: piridoxina (vitamina B6), ácido nicotínico (vitamina B3) e inositol 
(nutriente del complejo de la vitamina B), 
crecimiento del material vegetal 
asparagina, ácido aspá
son los aminoácidos más 
mencionados, es necesario adicionar una o más hormonas de crecimiento, 
como auxinas y citoquininas para 
tejidos (Kyte and Kleyn
 
El medio de cultivo p
sustancias más utilizadas para proporcionar el soporte sólido, se encuentra 
el agar, el cual forma un complejo coloidal con poder de retención iónica
débil, pero ofrece una aireación insuficiente que puede afectar el crecimiento 
de algunos tejidos; sin embargo, su composición 
mal definida, por lo cual
favorablemente en el crecimiento
 
En algunos medios de cult
su capacidad de 
excretadas por el explante o 
también puede adsor
afectando el desarrollo de la planta
puede complementar con cas
de citoquininas, etc.,





 los tejidos vegetales, es importante
son empleadas para mejorar el 
en condiciones in vitro; 
rtico, alanina, ácido glutámico, glutamina y prolina, 
empleados. Además de los componentes antes 
inducir el crecimiento de 
, 1996). 
uede ser líquido o tener un soporte sólido
es variable y 
 puede aportar oligoelementos que actúan 
 de los explantes (González, 2001). 
ivo se añade carbón activado (0.5 
adsorción de sustancias inhibidoras 
presentes en el medio de cultivo
ber los reguladores de crecimiento aportados
 (González, 2001). E
eína hidrolizada, agua de coco, 
 los cuales pueden mejorar la eficiencia en la formación 
la regeneración de la planta (Krishna
 
glicina, arginina, 
los órganos y 




– 5.0 g/L), por 
del crecimiento 
, aunque 
 al medio, 
l medio basal se 
bajos niveles 
Raj and Vasil, 
  
2.4.2.4 Luz, temperatura y humedad
La temperatura influye directamente sobre la regulación del metabolismo 
primario o secundario
influye en el desarrollo de los procesos 
la relación entre esta variable y eventos como la morfogénesis, la 
concentración y la acción de los reguladores de crecimiento
al., 2003). 
 
Cada especie tiene un intervalo específico de temperatura en el 
produce su desarrollo y crecimiento óptimo que puede variar en función del 
genotipo, del órgano
el estado fisiológico de la planta donadora
para especies bulbosas la
para las especies tropicales
al., 2003). 
 
Se ha observado 
aumentan los periodos 
temperaturas constantes
los procesos morfogenéticos, tales 
embriogénesis somática (ES)
 
2.4.2.5 Reguladores de crecimiento
Son hormonas que intervienen en la fisiología de la planta, modulan las 
funciones de multiplicación y elongación de las células, la floración y el 
crecimiento; no obstante






 de tejidos vegetales cultivados in vitro
fisiológicos. Se debe tener en cuenta 
 donador del explante, de la época del año, 
 (Ángel et al., 2003).
 temperatura sugerida es de 18ºC
 ésta se encuentra entre 28 - 29
que al cultivar tejidos a temperaturas 
de dormancia de algunas plantas, 
 comunes de los cuartos de cultivo (20°C), inducen 
como la organogénesis y l
 (Palomares et al., 2003).  
 
, cada una de ellas presenta diferentes efectos sobre 
.  
, debido a que 
 (Palomares et 
cual se 
de la edad y 
 Por ejemplo, 
, mientras que 
 °C (Palomares et 
bajas (0 - 5°C), 
mientras que a 
a 
  
Tabla 2. Resumen de las principales fitohormonas empleadas en el cultivo 































 (González, 2001). 
 









• A altas concentraciones
formación de raíces adventicias 
bajas los brotes adventicios
• Inducen el desarrollo 
somáticos (principalmente 2,4
• Estimulan la división celular
• Promueven la f
crecimiento de callos
• Inhiben el desarrollo de yemas 







• Promueven la formación de raíces 
adventicias a altas concentraciones
• Inhiben la formación
alargamiento de los tallos
senescencia de las
• Estimulan el desarrollo de 
axilares, la división celular




• Estimulan el alargamiento del tallo
ruptura de la dormancia de la semilla, 
embriones somáticos, yemas 
apicales y bulbos 
• Inhiben la formación de raíces 
adventicias 
• Regulan la formación de tubérculos, 
cormos y bulbos 
• Estimula la senescencia de las hojas
y la maduración de los frutos
• Promueve o inhibe la regeneración 
adventicia y el desarrollo de la 
embriogénesis somática
(ABA) 
• Induce la maduración de embriones 
somáticos 
• Facilita la aclimatación
• Estimula la formación de bulbos y 
tubérculos 














 de raíces, 
 y la 
 hojas 
yemas 

















 Análogos Biobras 6  
                 Biobras 16
OLIGOSACARINAS
Pectimorf: oligogalacturónido DPS (12
14) 
 
En el cultivo in vitro
citoquininas; es necesario un balance adecuado entre éstas en el medio de 
cultivo, para la formación de plántulas a partir de 
Dicho balance está 
auxinas y citoquininas presentes en el tejido, las 
especie, del tipo y naturaleza 
establecer una concentración particular para ser utilizada 




Generalmente estimulan o reprimen la expresión de los genes, producen 
elongación celular y expansión de los tejidos, división celular (formación de 
callo), formación de raíces 







EFECTOS EN El 
TEJIDOS
• Promueven la formación de raíces 
adventicias, la embriogénesis 
somática y la formación 
 
) 
• Promueve la formación de bulbos  y 
tubérculos 




• Estimulan el desarrollo de callos de 
caña de azúcar 
• Favorecen la recuperación de callos 
sometidos a estrés 
: 
-
• Estimulan el desarrollo de callos de 
caña de azúcar y de brotes 
, los reguladores más importantes son las auxinas y las 
cualquier tejido vegetal. 
determinado por las concentraciones endógenas de 
cuales dependen de la 
del explante. En la práctica no es posible 
do la fisiología de cada planta
 
adventicias y usualmente embriogénesis somática
: ácido 3-indolacético (AIA), 
 (ANA), ácido 3-indolbutírico (AIB) o ácido 











nutritivos; el AIA se produce de forma natural en las plantas, pero las otras 
tres son sintéticas y relativamente más activas
2,4-D es muy efectiva para la inducción y crecimiento de call
el uso prolongado de 2,4
la inducción de la variación somaclonal
Arnold, 2008). 





 (figura 2). La utilización del 
-D para algunas especies es problemático debido a 
 y/o una fase de callo
os reguladores de crecimiento 
os; sin embargo, 
 extensa (von 
(Soberón et al., 
  
Las auxinas naturales como el AIA
proteica, formando un complejo
específico, con alta afinidad y saturable; e
que controla la expresión de los genes
enzimas que cataliza
elongación celular inducida por la auxina se 
de un efecto rápido sobre el mecanismo de la bomba de p
(subconjunto de enzimas que producen la desfosforilación
membrana plasmática
enzimas (Soberón et al., 2005).
 
Aunque las auxinas se encuentran en toda la planta, la
más altas se localizan 
síntesis. Presentan 
planta. La auxina es transportada por medio del parénquima que rodea los 
haces vasculares, sin
y basípeto, alejándose desde el punto apical de la plant
en la raíz (requiere energía
brotes axilares laterales a lo largo del tallo, manteniendo de esta forma la 
dominancia apical; 
se trasladan por el 
2005). 
 
Se considera que las auxinas juegan un doble rol, 
endógeno de la auxina pr
indispensable para la inducción de 






 se enlazan a un receptor de naturaleza 
 receptor - hormona de carácter reversible, 
ste complejo activa un promotor 
 que codifican la síntesis de las 
n los compuestos de la pared celular. 
considera que actúa
 y un efecto secundario mediado por la síntesis de 
  
s
en las regiones meristemáticas, siendo éste el sitio de 
fuerte polaridad debida a su transporte a través de la 
 penetrar en los tubos cribosos; su movimiento es lento 
a hacia su base, aún 
). Este flujo de auxina reprime el desarrollo de 
las auxinas sintéticas, aplicadas en altas concentraciones, 
floema, junto con los fotoasimilados
en un caso 
oduce la polaridad de las masas embriogénicas 
la ES; mientras que las auxinas exógena
 embriogénicas y cancelar 
and Komamine, 1995).  
Durante la 
n por medio 
rotones ATPasa 
 del ATP) en la 
 concentraciones 
 (Soberón et al., 





Son un grupo de fito
granos, frutas y raíces; 
intervienen al igual que las auxinas
plántulas. Promueven la formación de yemas axiales, puesto que disminuyen 
la dominancia apical;
metabolismo de nutrientes y el 
(Werner et al., 2001).  
 
Son producidas por
raíz. Se sintetizan a partir del isopentenil adenosina f
ruta del ácido mevalónico) 




Las citoquininas son derivados de la adenina, como la 6
(6-BAP), algunas de estas hormonas se han encontrado en forma natural en 
las plantas y otras 
2001).  
 
Como derivan de una 
un efecto promotor 
estimulan el estado de transición del estado G2 en la mitosis
traducción del ARN
(Soberón et al., 2005)
 
El papel de las citoquininas no es claro en la inducción de embriones
somáticos (ESs), aunque normalmente el medio de cultivo incluye una de 




-hormonas naturales particularmente abundantes en los 
participan en la regulación de la división celular e
, en el crecimiento y el desarrollo de las 
 están implicadas en la diferenciación de cloroplastos, 
retardo de la senescencia de las hojas
 
 los órganos en crecimiento y en los 
osfato (derivado de la 
que por perdida de un fosfato, 
 se encuentra en el maíz (Zea mays L.
-bencilaminopurina 
como la kinetina son sintéticas (figura 2) 
purina se unen a la cromatina del núcleo
en la transcripción y traducción del mensaje genético, 





meristemos de la 
la eliminación 
una 
) (Soberón et 
(Werner et al., 
, presentando 
, actúan en la 
sis de proteínas 
 
  
promover la división celular. Su incorporación al medio de cultivo durante la 
histodiferenciación compensa el efecto negativo induc
sobre el desarrollo de los meristemos y suelen ser esenciales para la 
maduración y germinación de los 
 
2.4.3 Aspectos morfológicos y fisiológicos de la embriogénesis 
somática (ES)
Las células embriogénicas se desarrollan sólo cuando se modifican las 
condiciones de cultivo; general
auxina y citoquinina o 
constituir masas conocidas com
embriogénicos (Halperin
 
El callo embriogénico 
voluminosas, tienen gran cantidad de ribosomas, compuestas por un 
citoplasma muy pequeño no vacu
contenido de almidón y lípidos; en general
número y su desarrollo no está sincronizado. Estas células son capaces de 
dividirse o de transformarse en embriones
condiciones del medio de cultivo
compacto, organizado, generalmente de color blanco y 
(Yeung, 1995).  
 
Desde el punto de vista de s
unicelulares o pluricelular
células embriogénicas se aíslan unas de otras por una modificación 
importante en su pared celular, en
media; dicha célula, rodeada por un po
divisiones polarizadas formando un embrión globular
donde pueden diferenciarse deposiciones de almidón en una etapa previa a 
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ido por las auxinas 
ESs (Merkle et al., 1995). 
 y de los embriones somáticos (ESs)
mente, se forman al reducir 
al eliminar la auxina; estos tejidos evolucionan hasta 
o: masas pro-embriogénicas
, 1995; Jiménez, 2001).  
se caracteriza porque sus células son poco 
olado, un nucleolo agrandado
, se agrupan variando en tamaño y 
 somáticos (ESs)
. Un callo embriogénico 
de
u origen, los callos embriogénicos
es; en el caso de iniciarse a partir de una célula, las 
 particular por la gelificación




las cantidades de 
 o callos 
, con alto 
 según las 
puede ser 
 crecimiento lento 
 pueden ser 




adquiere simetría bilateral; sucesivamente se observa el crecimiento de uno 
o más cotiledones, el desarrollo de los tejidos provasculares, la iniciación de 
los ápices radicales y de
del tipo almidón, lípidos y pr
 
Los ESs son estructuras bipolares con un eje radical 
los cuales se constituy
planta completa, con autonomía frente al tejido generador; histológicamente 
se considera que no tiene
por lo que pueden ser separados de ést
 
Contrariamente a los embriones cigóticos, los 
fusión de gametos y
fuente del explante. Pueden ser obtenidos 
explantes provenientes de 
inflorescencias; la respuesta del explante frente a la 
su competencia embriogénica, su 
reguladores de crecimiento
fuerte entre el estado de desarrollo del explante inicial y la concentración de 





medio de cultivo. Inicialmente, p
célula competente aislada 
divisiones continuas
desarrollo de ESs 
estado 1 del agregado celula
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, ocurre la formación de la epidermis y 
l tallo y una acumulación progresiva de sustancias 
oteínas (Radice, 2004)  
– apical (raíz y brote); 
en en nuevos individuos capaces de originar una 
n conexión vascular con el tejido que le
e (Barranco, 2003). 
ESs no son el producto de la 
 poseen la misma combinación genética de la planta 
mediante la ES
varios tejidos como hojas jóvenes o inmaduras e 
ES está determinada por 
edad y por la concentración de 
 empleados. Se ha establecido
inducción y desarrollo de ESs (Kallerhoff 
 de un ESs vía ES, ocurre una serie de eventos 
os por los reguladores de crecimiento presentes en el 
or la presencia de auxina en el 
forma los agregados celulares embriogénicos
, los cuales ganan competencia embriogénica
cuando la auxina se elimina del medio, dando lugar al 
r (fase 0). A continuación, al 
s dio origen, 
 
 a partir de 
los 




 para el 
transferir los 
  
agregados celulares en estado 1 
lentamente y aparentemente sin diferenciación
ocurre una división celular rápida en ciertas partes del agre
la polarización por 
suspensor en la zona en que no ocurrió división
continúa el desarrollo del embrión
desarrollo embrionario: 
especies monocotiledóneas) 
plántulas con las mismas características de la planta fuente del explante 
(fase 3) (Pérez, 1998
 
2.4.4 Etapas de la embriogén
2.4.4.1 Inducción y cultivo de callos 
Esta etapa es necesaria al desarro
embriones somáticos
desorganizado de diferentes tipos de células que 
dividirse y son obtenidas a partir de un tejido
comienza con el aislamiento de órganos o tejidos diferenciados, los cuales 
posteriormente desdiferencian ante la presencia de auxina
medio de cultivo. En las células se presenta proliferación continua, acelerad
y de apariencia desorganizada
tejidos; de manera general, 
etc.) o tejido puede ser utilizado 
callos (Perez, 1998). 
 
Desde el punto de vista morfogénico lo más importante del callo es la 
totipotencia de sus células, 
condiciones nutricionales, hormonales y ambiental
capacidad de desarrollar brotes, raíces y 
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a un medio libre de auxina;
 (fase 1); posteriormente
gado
la síntesis de ADN, originando el embrión globular y 
 (fase 2)
 pasando por diferentes etapas de 
globular, escutelar y coleoptilar 
(Rybczynski and Mikula, 2006)
; Jiménez, 2001). 
esis somática indirecta (ES
 
llar una ESI, en la que se inducen 
 (ESs) a partir de callos. Un callo es 
conservan la capacidad de 
 determinado
, la cual da origen a una masa amorfa de 
cualquier tipo de órgano (raíz, tallo, hoja, flor, 
como material inicial para la inducción de 
 
puesto que con un manejo adecuado de las 
es, puede 
ESs
 éstos proliferan 
, 
, producto de 
un 
. Finalmente, 
(en el caso de 
, hasta formar 
I) 
el crecimiento 
; su formación 





fundamentalmente del balance auxina/
callo procedente de diferentes especies vegetales, puede presentar 
variaciones en cuanto a estructura
blanco o blanco-amarillento a pardo; su apariencia puede ser acuosa (callos 
que no regeneran) o compactos, secos y nodulares 
 
Generalmente, la adición de auxina constituye un estímulo hormonal 
suficiente para la inducción del callo; sin embargo, en el caso de las 
monocotiledóneas (Amaryllidaceae), la iniciación del callo resulta a veces 
difícil y se hace necesario utilizar como m
primordios florales muy juveniles (Ayerbe, 1990). 
 
Para la formación de callos, se utiliza generalmente como medio nutritivo el 
de Murashige y Skoog (1992), o alguna modificación del mismo, 
suplementado con sacarosa o
con cualquier tipo de auxina potente (2,4
crecimiento; si no se conocen las exigencias nutritivas exactas para 
determinada especie
extracto de malta o d
(Ayerbe, 1990). 
 
Aunque el 2,4-D, puede inducir callos cuando 
la producción de éstos utilizando una combinación de auxina y citoquinina; 
en el caso de la palma de aceite (
formación y proliferación de callos al utilizar 
con 0.1 mg/L de kinetina (
 
Uno de los problemas cruciales que impide 
cualquier especie vegetal es la fenolización
oxidación; se puede presentar una alta frecuencia de fenolización durante la 
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citoquinina en el medio
 y hábito de crecimiento; el color varía de 
(Jiménez, 2001)
aterial de partida 
 
 glucosa del 2 - 4% como fuente de 
-D o picloram) que favorezca su 
, se puede añadir a los medios otros compuesto
e levadura, caseína hidrolizada o leche de coco 
se usa solo, se puede mejorar 
Elaeis guineensis Jacq.
1 mg/L de 2,4-D en combinación 
Sumaryono et al., 2008). 
la inducción de callos 
 al ser la mayor causante de 
 de cultivo. El 
 




), se logró la 
de 
  
inducción de callos 
fenólicos en los tejidos, lo cual
hacer heridas y cortes en los tejidos, la respuesta natural metabólica de 
estos es la liberación de los polifenoles pr
de cultivo afectando la regeneración y sobrevivencia 
(Concepción et al., 2005; Gómez, 2007)
 
Estudios recientes indican q
radical superóxido (O
y radical peroxilo (R
biomoléculas produciendo
vegetales, lo cual 
regulación de la función celular
muerte celular del tejido vegetal
 
En ocasiones, la 




Un balance entre sistemas intracelulares oxidante y antioxidantes son vitales 
para el funcionamiento celular normal, 
adaptación a diversas condiciones de crecimiento. Numerosos estudios han 
reportado el éxito del empleo de soluciones antioxidantes en el control del 
pardeamineto oxidativo de los tejidos vegetales durante la propagación 
vitro (Nordberg et al., 2001).
 
2.4.4.2 Inducción de embriones somáticos
Esta etapa consiste en la terminación del patrón de expresión de los genes 
presentes en el tejido del explante, 
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debido a la presencia y acumulación de compuestos 
 depende del estado fisiológico del explante. 
oducidos por los explantes al medio 
. 
ue las especies reactivas de oxí
2
·), peróxido de hidrógeno (H2O2), radical hidroxilo (
O2·), pueden reaccionar fácilmente con la mayoría de las 
 el oscurecimiento y necrosis
genera un estado de estrés oxidativo 
 inhibiendo el crecimiento o 
.  
excesiva producción de especies reactivas de oxí
ruptura oxidativa (reacción en cadena de formación de 
 por la célula vegetal como un mecanismo de 




para ser reemplazados 
Al 
de los mismos 
geno, tales como 
·OH) 
 de los tejidos 




 crecimiento y la 
in 
por un programa 
  
de expresión de un 
pueden generar ESs
expresión de genes es la metilación del ADN influenciada por las auxinas. 
También se ha propuesto que los reguladores de crecimiento y el 
oxidativo juegan un rol cen
principal para reprogramar el gen de expresión, resultando en una serie de 
divisiones celulares que inducen la formación de callo desorganizad
embriogénico) o crecimiento polarizado dando inicio a la ES 
al., 2002). 
 
Las células del explante pueden llegar a inducir el estado embriogénico por 
una variedad de procedimientos que incluyen
reguladores de crecimiento, 
químicas al medio 
un explante es el que
2001). 
 
La división asimétrica de 
crecimiento, que alteran la polarida
gradiente de pH o el campo eléctrico alrededor de la célula (von Arnold et al., 
2002).  
 
En la fase inicial o de inducción
por células con alta capacidad regenerativa y por ser la fuente 
biomasa se debe buscar una población celular que posea alta tasa 
multiplicativa, sin perder las características fisiológicas y bioquímicas que le
permitirán ser regenerantes
 
Durante la ES de diferentes especies vegetales, s
y el ANA promueven la formación de estructuras embriogénicas, mientras 
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gen o genes de la embriogénesis que posteriormente 
. Un posible mecanismo para este cambio en la 
tral al intermediar la señal de transducción 
 modificación de
del pH o la inclusión de 
de cultivo; en general, un número limitado de células en 
 responde a la capacidad embriogénica (
las células es promovida por los reguladores de 
d celular por su interferencia 
 de ESs se debe formar un callo 
 (González,  2003). 
e ha observado que el 
estrés 
o (callo 










que el 2,4-D estimula la formación de callos de menor tamaño, 
compactos y con menor capacidad de regeneración
concentraciones este fito
originando mutaciones. 
potasio y compuestos orgánicos
regular la embriogénesis o formación de callos
compuestos no reemplazan a las auxinas
 
La concentración mínima 
diferente para varios genotipos y especies
determinaron que se obt
de ESs a partir de frutos inmaduros de guayaba cv. enana roja cubana EEA 
18 - 40, utilizando bajas concentraciones de 2,4
Sellés et al., (1999) lograron la inducción de 
concentraciones altas
 
La inducción de callos embriogénicos de diferentes especies 
adicionar 2,4-D al medio de cultivo
características morfológicas de cada una de ellas; en el caso de la caña de 
azúcar, se reporta que al añadir al medio MS (Murashige 
3.4 mg/L de 2,4-D 
variedades, mientras que
produce solo 30% de esta clase de callos
 
2.4.4.3 Proliferación de embriones somáticos
La proliferación de células embriogénicas es 
diferentes factores, alguno
proceso y otros aún





-regulador puede afectar la división celular 
Se han empleado agentes inorgánicos como 
 como prolina al medio de cultivo para 
 embriogénicos
 (Parrott, 2002). 
de 2,4-D requerida para un efecto inductor es 
. Por ejemplo, Vilchez et al., (2002) 
enía mejor frecuencia de inducción y mayor
-D (1.0 mg/L); mientras que 
ESs en Narcissus confusus
 de 2,4-D (10.0 mg/L). 
, pero su efecto varía dependiend
and
se produce un 70% de callos embriogénicos
 en las variedades venezolanas V78
 (Marcano et al., 2002).
 (ESs) 
afectada aparentemente
s de los cuales pueden ser controlados durante el 
 no han sido definidos; siendo muchos de éstos
ES (Barranco, 2003).
algo 
además, a altas 
iones 
, pero estos 
 número 
 con 
se ha logrado al 
o de las 
 Skoog, 1962) 
 en muchas 






El factor asociado 
células embriogénicas es la 
esta fitohormona no es independiente a la reducción de la concentración de 
nitrógeno en el medio de cultivo, existiendo 
entre la auxina y el nitrógeno
embriogénicas ha sido obtenido
inhibe el desarrollo normal y la maduración del embrión somático, pero si el 
nivel de auxina es muy
los niveles de la fitohormona bajan demasiado o 
desarrollo y eventualmente la maduración de los 
 
Niveles bajos de pH en el medio de cultivo son esenc
cultivo en fase de proliferación; durante cada subcultivo el pH del medio baja, 
frecuentemente de 5.8 a 4.
producir ESs en medio
conservados durant
mantenerlos en el medio de pr
puede ocurrir variación somaclonal y 
Arnold et al., 2002). 
 
2.4.4.4 Maduración de 
En muchas especies el paso limitante para el desarrollo de la 
proceso de maduración, 
acumulación de sustancias de reserva. E
del embrión cigótico puede ser ú
la ES, fundamentalmente en lo que se refiere a la composi
de cultivo. El limitante
sincrónica de embriones de calidad (aquellos que se as
embriones cigóticos maduros de la especie), que den lugar a plantas 
vigorosas. Una vez inducida la ES, los embriones entran en un proceso 
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más frecuentemente con la proliferación conti
utilización de auxinas; sin embargo, parece que 
fuerte evidencia 
. Una vez que un gr
, la presencia continua de fitohormonas 
 alto, se inicia un nuevo ciclo de producción de 
si se elimina
ESs (Parrott, 2002
iales para mantener el 
0. Muchas especies tienen 
s con reguladores de crecimiento y pueden ser 
e largos períodos; sin embargo, no es recomendable 
oliferación por más de 6 meses
disminuir el potencial embriogén
 
los embriones somáticos 
en el que ocurre la expansión de la célula y la 
l estudio del proceso de maduración 
til para definir un modelo que sea aplicable a 
ción de los medios 
 principal en esta etapa se encuentra en la producción 
nua de las 
de la interacción 
upo de células 
ESs. Si 
n se produce el 
). 
la capacidad de 
, puesto que 
ico (von 
ES es el 
emejen a los 
  
cíclico de clonación embriónica, que en muchos casos 
presencia de reguladores del crecimie
 
La adición de ácido abcísico (ABA) durante la etapa de maduración de los 
ESs promueve la acumulación de sustancias de reserva. Esto, seguido de un 
tiempo apropiado de 
desarrollo de dichos embriones
 
En la maduración juega
medio de cultivo, siendo necesario el suplemento con nitratos, amonio, 
aminoácidos y case
sacarosa, a concentraciones de 3 
concentraciones de oxígeno en el medio,
total y evitan la germinación precoz 
 
2.4.4.5 Germinación y conversión en 
Se requiere la acumulación abundante de sustancias de reserva durante la 
maduración del embrión, para lograr una buena germinación y conversión
plántula (la germinación se ref
adición de citoquininas al medio, las cuales contrarrestan el efecto producido 
por las auxinas durante la inducción y proliferación (Pollard 
1990; Dodeman et al., 1997
 
Se demandan altas concentraciones de potasio, magnesio, fosfato y sulfato 
para un crecimiento celular
imprescindible para que los 
los reguladores de crecimiento en el medio de cultivo
determinantes para el desarrollo normal de la mayoría de las plantas en los 




nto (Celestino et al., 2005).
desecación permite lograr un mejor crecimiento y 
 (von Arnold, 2008).  
 un papel importante la presencia de nitrógeno en el 
ína hidrolizada. Los carbohidratos, entre ellos la 
– 6% son esenciales, junto a bajas 
 puesto que permiten la 
(Barranco, 2003). 
plántula 
iere al desarrollo de la raíz); es 
). 
 adecuado, además de hierro, el cual es 
ESs alcancen la madurez. La concentración de 
in vitro (Barranco., 2003). 






 son factores 
  
En muchos casos durante la maduración se induce la dormancia, por lo que 
son necesarios tratamientos con frío o aplic
germinación y el crecimiento del embrión. Generalmente se han empleado 
las sales de MS (Murashige 
esta formulación puesto
benéfica para el crecimiento de los 
 
La desecación se 
logra al transferirlo 
una semana; una vez transferido el embrión a un nuevo medio de cultivo, 
espera que germin
tolerancia a la desecación 
ABA, prolina y trata
 
2.4.5 Cultivo de tejido 
Vargas et al., (2006), propaga
partir de dos tipos de explantes: bulbil
(ambos obtenidos
suplementado con 0
sacarosa y solidificado con 8 g/L de agar. Se probó el efecto 
diferentes concentraciones (0, 
0.1 mg/L de ANA. Los bulbilos intactos requirieron de concentraciones más 
altas de 6-BAP para desarrollar brotes, mientras que los seccionados 
formaron brotes en medios con concentraciones
hormona vegetal.  
 
En Crinum x powelli 
a partir de segmentos axénicos
superior del bulbo. El medio basal empleado para la inducción de callos fue 




and Skoog, 1962) o alguna otra modificación de 
 que al parecer la alta concentración de sales
ESs (Barranco., 2003). 
requiere para la germinación del embrión maduro 
a un medio libre de hormonas, en recipientes
e de forma rápida y uniforme en sólo pocas semanas. 
también puede ser inducida por la aplicación de 
mientos con calor (Pérez, 1998). 
in vitro en Amaryllidaceae 
ron y multiplicaron in vitro Hippeastrun 
os intactos y seccionados a la mitad 
 previamente in vitro), cultivados en medio MS 
.4 mg/L de tiamina, 100 mg/L de mio-inositol, 30 g/L de 
0.5, 1.0, 2.0 y 3.0 mg/L), en 
 bajas o en ausencia de esta 
“album” se indujo la formación de callos y raíces 
 provenientes de las partes inferior, media y 
ciones y concentraciones 
3 que aceleran la 
 es 
y se 




de 6-BAP a 
combinación con 
in-vitro 
(0, 0.5, 1.0, 2.0 
  
y 4.0 mg/L) de los reguladores de crec
explantes generaron callos nodulares principalmente en los medios que 
contenían 2,4-D y el segmento más cercano a la base del bulbo fue el 
produjo la mayor cantidad de callos. 
emplearon callos nodulares y friables en el medio MS, u
BAP y ABA (Niño et al., 
 
A partir de las semillas de 
(embriogénicos) y compactos
por separado (picloram 
fotoperíodo de 16 horas
mantenidos en medio 
y 0.8% de agar. Los embriones formados sobre la superficie del callo fueron 
mantenidos en el mismo medio hasta su germinación y posteriormente se 
transfirieron al medio
maduración. La regeneración de plántulas fue promovida al subcultivar los 
brotes en medio MS 
mg/L de 6-BAP, solidificado con agar 0
 
Amaral (2005), estudió la conservación y propagación 
especies de Amary
mantenimiento de 
redujo al máximo la oxidación; la co
de 6-BAP demostró ser 
Amaryllis; se determinó que las condiciones más propicias para la inducción 
de plantas en las tres especies evaluadas, eran 10 g/L de sacarosa a 18ºC y 





imiento ANA, picloram y 2,4
Para la inducción de raíces se 
tilizando 
2005). 
Narcissus confusus se indujeron callos friables
, en medio MS complementado con dos auxinas 
y 2,4-D) a concentraciones de 
. Para la formación de ESs, los callos fueron 
MS con 10 mg/L de 2,4-D o picloram, 3% de sacarosa 
 MS con 6-BAP o kinetina a 0.5 y 1 mg/L para su 
suplementado con 3% de sacarosa, 1 mg/L de 2,4
.7% (Selles et al., 1999).
llis: Apple blossom, Orange souvereign 
los explantes en la oscuridad, durante dos semanas, 
mbinación de 2.5 mg/L de AIA y 10 mg/L 





2 y 4 mg/L, con 
-D y 5 
 
in vitro de tres 
y Red lion. El 
in vitro de 
 macro y 
  
A partir de los escapos florales de 
indujeron callos  friables en medio MS suplementado con 2,4
6-BAP (0.1 y 1.1 mg/L) y 
MS suplementado con 
al., 2000). 
 
Durante el cultivo 
indujo el mayor número de brotes al utilizar el medio MS suplementado con 
0.1 mg/L 2,4-D y
obtuvieron con 1.0 mg/L ANA y 2.0 mg/L de 6
 
En Narcissus papyraceus
explante al utilizar el medio MS
(1.6 mg/L) en combinación con 0
iniciales pasaron directamente a la fase globular; mientras que con MS 
suplementado con 
obtuvo menor inducción
en las fases globular y 
en el medio MS 
combinación con 0
plántulas, los ESs 
(con el 50 % de la concentración de macro y micronutrientes)
con IBA (1 mg/L) y las raíces 
de 8 semanas (Anbari et al
 
En Narcissus chinese
suplementado con 1 mg/L de 2,4
mayoría de los callos desarrollados en 




la formación de ESs se obtuvo al emplear 
1.305 mg/L de 2,4-D y 0.113 mg/L de 6
in vitro de Cyrtanthus clavatus y Cyrtanthus spiralis
 1.0 mg/L 6-BAP. Los brotes más desarrollados se 
-BAP (Morán et al., 2003).
 cv. Shirazi se obtuvo un mayor número de 
 suplementado con 2,4-D (1
.5 mg/L de GA3; los proembriones
2,4-D (0.5 mg/L), 6-BAP (0.5 mg/L) y G
 de los ESs y los pro-embriones formaron
escutelar. Se regeneró un mayor número de bulbilos 
junto con 2,4-D (0.2 mg/L) y 6-BAP (0
.5 mg/L de GA3. Para la germinación y 
y los bulbilos producidos fueron transferidos a
se formaron en la base de los mismos después 
., 2007). 
 se indujo la formación de callos al utilizar 
-D y 0.5 mg/L de 6-BA
los medios MS que conten
-D (0.5 - 1 mg/L) eran friables, de color amarillo y su 
cvs se 
-D (0.1mg/L) y 
el medio 




.6 mg/L) y 6-BAP 
 somáticos 




l medio MS 
 suplementado 
el medio MS 





































Colombia es un país con gran diversidad de especies vegetales, muchas de
las cuales se han considerado medicinales, puesto que proporcionan una 
cantidad considerable
desarrollo y proliferación de 
encuentran las pertenecientes a la famil
estudios, se ha encontrado que éstas pueden producir un gran número de 
alcaloides con diversos tipos de estructuras que presentan un rango 
de propiedades biológicas, entre las cuales se destacan: antiviral, inhibidores 
de la acetilcolinesterasa, antimaláricas e 
estos alcaloides presentan uso potencial en el desarrollo de nuevos 
medicamentos. Dentro de esta familia se encuentra el género
cuyas especies ha sido posible aislar alcaloid
acetillicorina, crinamina, galantamina, entre otros; adicionalmente, se ha 
determinado que este último
altas en las especies 
2003).  
Por otra parte, existen pocas investigaciones que tienen como objetivo 
reproducir por medio del cultivo 
compuestos de interés farmacológico; por ejemplo, 
(Amaryllidaceae), produce
(+) criwellina (3-epitazettina), (+) dihidrohaemantamina, krepowina (O
acetilcrinina), neruscina, (
ismina, 1-O-acetil-





 de compuestos orgánicos que han 
muchas enfermedades. Entre dichas especies se 
ia Amaryllidaceae; en varios 
inmunomoduladoras
es como: licorina, crinina, 1
 alcaloide está presente en concentraciones 
de los géneros Narcissus, Leucojum 
in vitro especies que biosintetizan 
Crinum x powellii
 alcaloides de la Amaryllidaceae
-) crinamidina, (-) galantamina, cripowellina A y B, 
licorina, powellina y licorina (Tram et al., 2002);




; muchos de 
 Crinum, en 
-O-
y Ungernia (Jin, 
 “album” 





sintetizados principalmente  en los bulbos de esta especie
2003; Niño et al., 2005
Por ello, con la realización de este trabajo, se pretende contribuir al 
conocimiento de esta importante especie Colombiana
establecer los medios de cultivo adecuados para realizar su 



























; Pavlov et al., 2007; Liu et al., 2007). 
 (Elgorashi et al., 
 







Establecer la embriogénesis somática a partir de explantes provenientes de 




1. Obtener líneas de callos embriogénicos de 
 
2. Determinar los factores que afectan la proliferación de 
embriogénicos de 
 
3. Identificar los factores fisicoquímicos y las condiciones de incubación 
necesarios 
embriogénesis somática















 “album” (Amaryllidaceae). 
 
C. x powellii 
C. x powellii “album”. 
en cada una de las etapas del proceso de 
, desde la inducción de callos embriogénicos 











Todas las sales empleadas 
fueron grado analítico (Merck, J.T. Baker y Carlo Erba); el ácido cítrico (Carlo 
Erba), los reguladores de crecimiento
P820 (PhytoTechnology Laboratories) y 
 
5.1.2 Materiales y equipos
• Cabina de flujo laminar
• Autoclave automática 
• Autoclave manual 
• Balanza analítica
•  Refrigerador para 
nutritivos 
• pH-metro Fisher Scientific AB15
• Micropipetas Eppenforf de presión de 0
• Bactoincinerador
• Material de vidrio Schott Duran
• Horno microondas Panasonic 





5. SECCIÓN EXPERIMENTAL 
 
para la preparación de los medios de cultivo 
 (Sigma). El conservante de plantas 
Agar bacteriológico
 
 (Purificación y Análisis de Fluidos
(Sterilof modelo 144Lb)  
(All American modelo 25X de 25 L)
 (Ohaus Adventurer) 
el almacenamiento de productos químicos y medios 
 




con calentamiento - Cimarec II SP 46925 18 x 18 
 Nº 1 (Oxoid). 





Los bulbos de Crinum x powellii
embriogénesis somática fueron recolectados en los jardines de la 
Universidad Tecnológica de Pereira y en el corregimiento 
ubicados en el municipio de









presentes en el material vegetal
como: EtOH (70%), NaOCl
desinfección se muestra en el anexo 1.
 
Al comienzo de este
bulbos de esta especie 
metodología de desinfección utilizada por Niño
modificaciones, que
suplementada con E
material vegetal durante 14 horas en dicha solución
tratamiento con conservante de plantas
Laboratories) (0.3%




 “album” empleados para la inducción de la 
 Pereira (Risaralda), a 1300 m sobre el nivel del 
 y humedad relativa del 90%
, longitud 75°41'40.41"O). 
 
 de la superficie de los bulbos fragmentos de suelo, 
. Luego, se lavaron con abundante agua, para eliminar la 
; con el fin de eliminar los agentes 
 se emplearon soluciones desinfectantes 
 (30%), Extran® (0.5%) y Glutarex
 
 trabajo, previo a la transferencia de los explantes 
al medio de inducción de callo
 et al., (20
 comprendieron la utilización de una solución de 
xtran® (0.5%) y ácido cítrico estéril (0.22
,
 P820 (PhytoTechnology 
) y Extran® (0.25%) por 2 horas, con exposición 
; en lugar de dejar el material 
de La Florida, 
 
microbianos 
. El protocolo de 
de los 
s, se evaluó la 
05), con algunas 
Glutarex 
%), dejando el 




durante 12 horas en 
conservante de plantas 
 
5.2.2 Obtención de 
Los explantes fueron tomados de la parte intermedia e inferior del bulbo, 
debido a que se ha demostrado que e
mayor inducción de callos 
en el medio de cultivo adecuado
Anbari et al., 2007
aproximadamente 5 x 5 mm a partir del b
presentan en la figura 3. 




una solución de Glutarex con 
(0.11%) y ácido cítrico (0.22%) estéril
los explantes 
stas zonas son las que promueve
y embriones somáticos (ESs) cuando se cultivan 
 (Niño et al., 2005; Vargas et al., 2006; 
). Los cortes realizados para obtener explantes de 
ulbo de C. x powellii 
 







“album” para la 
  
Durante este proceso, las secciones obtenidas después de realizar el corte 4 
se mantuvieron en un
deshidratación y oxidación. 




5.2.3 Inducción de callos
Para la inducción de callos se emplearon macro y micronutrientes 
correspondientes al medio basal de Murashige y 
composición se presenta
suministró mio-inositol (100 mg/L
0.8% de agar como agente gelificante, las vitaminas que se utiliza
las típicas del medio MS: niacina
(1.0 mg/L) y glicina
diferentes concentraciones de la hormona 2,4
6-BAP o kinetina, como se muestra en la tabla 3.
 
Adicionalmente, se evaluaron difer
0.6 y 0.8 mg/L) junto con
de agar como agente 
muestra el procedimiento para preparar los diferentes medios de cultivo.
 
Además, se evaluó
(100 mg/L) sola y 






a solución estéril de ácido cítrico al 1% para evitar su 
Los explantes obtenidos al realizar el corte 5 
 (tabla 3), ubicando su parte basal sobre el medio de 
 
Skoog (MS)
 en el anexo 2. A los medios 
), sacarosa (3%) como fuente de carbono y 
 (0.5 mg/L), piridoxina (0.
 (2.0 mg/L). Los medios fueron suplementados con 
-D sola y en combinación con 
 
entes concentraciones de 2,4
 6-BAP (0.2, 0.4, 0.8 y 1.0 mg/L) empleando 0.2% 
gelificante (medio semilíquido). En 
 el efecto de dos antioxidantes: polivinilpirrolidona (
asociada con cisteína (50 mg/L), para el control de la 
 de los materiales en el cultivo
 (1962), cuya 
de cultivo se le 
ron fueron 
5 mg/L), tiamina 
-D (0.2, 0.4, 
el anexo 3 se 
 
PVP) 
 in vitro.  
  
Tabla 3. Concentración de los reguladores de crecimiento utilizados en los 









IC4 1 0.5 
IC5 1 0.5 
IC6 1 0.5 
IC7 1 1.0 
IC8 1 1.0 
IC9 1 1.0 
IC10 2 0.25 
IC11 2 0.25 
IC12 2 0.25 
IC13 2 0.25 
IC14 2 0.5 
IC15 2 0.5 
IC16 2 0.5 
IC17 2 0.5 
IC18 2 0.5 
IC19 2 1.0 
IC20 2 1.0 
IC21 2 1.0 
IC22 2 1.0 
IC23 2 1.0 
IC24 2 1.25 
IC25 2 1.25 
IC26 2 1.25 
1
 Medios con PVP (100 mg/L)
 
Para determinar qué parte del bulbo proporcionaba el tejido con mayor 
totipotencia se evaluaron cuatro tipos de explantes: cormos internos de la 
parte intermedia (IM) y basal (IB) del bulbo y cormos externos de la parte 
intermedia (EM) y basal (EB) del bul
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----- ----- IC27 2 1.25
----- ----- IC28 2 
----- ----- IC292 
0.5 ----- IC302 
1.0. ----- IC31 2 
1.5 ----- IC32 2 
0.5 ----- IC33 2 
1.0 ----- IC34 2 
1.5 ----- IC35 2 
0.25 ----- IC36 2 0.25
0.5 ----- IC37 2 0.25
1.0 ----- IC38 2 0.25
1.5 ----- IC39 2 0.25
0.25 ----- IC40 2 
0.5 ----- IC41 2 
1.0 ----- IC42 2 
1.5 ----- IC43 2 
2.0 ----- IC44 2 
0.25 ----- IC45 2 
0.5 ----- IC46 2 
1.0 ----- IC47 2 
1.5 ----- IC48 2 
2.0 ----- IC49 2 
0.25 ----- IC50 2 
0.5 ----- IC51 2 
1.0 ----- ----- -----
       
2 Medios con PVP (100 mg/L) + cisteína (50 mg/L)









 1.5 ----- 
1.5 0.5 ----- 
1.5 1.0 ----- 
1.5 1.5 ----- 
1.5 2.0 ----- 
2.0 0.5 ----- 
2.0 1.0 ----- 
2.0 1.5 ----- 
2.0 2.0 ----- 
 ----- 0.5 
 ----- 1.0 
 ----- 1.5 
 ----- 2.0 
0.5 ----- 0.5 
0.5 ----- 1.0 
0.5 ----- 1.5 
0.5 ----- 2.0 
1.0 ----- 0.5 
1.0 ----- 1.0 
1.0 ----- 1.5 
1.0 ----- 2.0 
1.5 ----- 0.5 
1.5 ----- 1.0 
1.5 ----- 1.5 
1.5 ----- 2.0 
 ----- ----- 
 
  
cultivaron en los medios MS designados como: 
IC24 – IC27 (tabla 3)
Figura 4. Características del bulbo de 
explantes evaluados
bulbo de las especies de la familia Amaryllidaceae. c) Tipo de explantes 
evaluados durante la 
 
El pH de los medios de cultivo 
adición de HCl 0.1 N o NaOH 0.
diferentes medios fueron transferidos en porciones de 10 mL, a 
de vidrio de 100 mL de capacidad, los cuales 
aluminio y autoclava
 
Los explantes fueron subcultivados periódicamente cada 15 días hasta la 
obtención de callos y su posterior masificación. Toda esta etapa se llevó a 
cabo en condiciones de oscuridad para disminuir el riesgo de oxidación de 




IC10 – IC17, IC19 
.  
Crinum x powellii “album”
. a) y b) Partes externas e internas, respectivamente
fase de inducción de callos. 
se ajustó en un rango de 5.7 a 5.8
1 N según el caso; posteriormente
fueron sella
dos a 120 ºC por 20 minutos a 15 psi. 
– IC22 e 
 
 y tipos de 
 del 
 mediante la 
, los 
recipientes 
dos con papel 
  
Para la evaluación de cada tratamiento empleado en la inducción de callos 
se utilizaron 66 explantes
identificar los factores fisicoquímicos y las condiciones de incubación
para la obtención de 
cada explante y callo obtenido: 




5.2.4 Inducción de 
Con el fin de inducir 
anterior, fueron transferidos a
inositol (100 mg/L),
mg/L), glicina (2.
auxina/citoquinina, reduciendo en un 
utilizada en los medios in
las concentraciones
concentración de 2,4
presentaron resultados satisfactorios durante la etapa anterior
 
Además, se evaluó el efecto del agente gelificante en la producción de 
embriones, adicionando 
0.2% (medio semi-líquido
en medio semi-líquido 
 
Los callos fueron subcultivados 
ESs y su posterior masificación. 
de oscuridad. La unidad experimental de
recipientes de vidrio con 10 mL de medio 
ubicados 4 callos friables
 
60 
 como unidades experimentales. Con el objetivo de 
callos, se evaluaron los siguientes parámetros para 
fenolización, oxidación, contaminación,  
; todas las ob
 y fueron registradas en el formato 
los embriones somáticos (ESs)  
los ESs, los callos friables obtenidos en la etapa 
l medio basal MS suplementado con
 niacina (0.5 mg/L), piridoxina (0.5 mg/L), tiamina
0 mg/L) y sacarosa (3%); modificando
40 y 80% la concentración 
iciales durante la inducción de callos 
 del 6-BAP y la reducción del 60 y 65%
-D y kinetina, respectivamente, en los tratamientos que 
agar a concentraciones de 0.8%
) en los medios MS empleados; los callos cultivados 
se mantuvieron en agitación permanente a 700 rpm.
cada tres semanas hasta la obtención de 
Esta etapa se llevó a cabo en condiciones 
 cada tratamiento
cada uno, sobre el cual fueron 
 (obtenidos en 5.2.3), para un total de 40 callos por 
 óptimas 
servaciones se 
presentado en el 
 mio-
 (1.0 
 la relación 
de 2,4-D 
sin modificar 
 en la 
.  
 (medio sólido) y 
 
 consistió en diez 
  
tratamiento empleado
embriogénicas y/o de 
 
5.2.5 Proliferación de 
Una vez obtenidos los 
suplementado con 
carbohidratos, entre otros, tomando como base 
Michayluk (KM) (1975) con algunas modificaciones: 
sacarosa (2%), caseína hidrolizada (100 mg/L),
(1.0 mg/L), tiamina (1.0 mg/L), glicina (0.8 mg/L), 
fólico (0.4 mg/L), cloruro de colina (1.0 mg/L), riboflavina (0.2 mg/L), ácido 
ascórbico (2.0 mg/L), glutamina (20.0 mg/L), alanina (4.0 mg/L), asparagina 
(8.0 mg/L) y ácido 
antioxidantes PVP (100 mg/L) y cisteína (50 mg/L)
 
Se evaluaron dos agentes gelificantes: agar (0.
determinó el efecto de las hormonas de crecimiento en el desarrollo de 
empleando medios libres de reguladores de crecimiento y otros con 
concentraciones reducidas de l
 
Los ESs fueron subcultivados cada 
esta etapa el material vegetal se 
tratamiento empleado se utilizaron 280 unidades experimentales (masas pro
embriogénicas y/o ESs provenientes de la etapa 5.2.4) y se registró el 






; éstos fueron evaluados por el número de masas pro
ESs contabilizados cada dos semanas
los embriones somáticos (ESs) 
ESs, éstos fueron transferidos al 
una mezcla compleja de vitaminas
los propuestos por
mio-inositol (100 mg/L), 
 niacina (1.0 mg/L), piridoxina 
biotina (0.01 mg/L), 
p-aminobenzoico (0.02 mg/L); además se incluyeron los 
 en el medio de cultivo
8%) y phytagel (0.3%); se 
os mismos, como se presenta
tres semanas hasta su masificación




medio sólido MS 
, aminoácidos, 














Los ESs fueron transferidos a medio MS suplementad
composición en cuanto a vitaminas, aminoácidos, carbohidratos, 
antioxidantes, entre otros, empleada en la etapa de proliferación de ESs 
(5.2.5) y se utilizó 
diferentes concentraciones 
en la tabla 5. 
 
Debido a que la deshidratación hasta e
humedad en los ESs, evita su germinación precoz y mejora su conversión a 
plántulas (Mariani et al., 2003; Danso et al., 2008), se
desecación sobre los ESs formados en la etapa de proliferación (5.2.5) 
provenientes del medio MS libre de hormonas previo a su transferencia al 





ión de los reguladores de crecimiento emple









PES1 0.3 0.5 ----- 
 PES2 0.3 1.0 ----- 
PES3 0.5 0.5 ----- 
PES4 0.5 1.0 ----- 
PES5 ----- ----- ----- 
PES6 ----- 0.5 ----- 
PES7 ----- 0.75 ----- 
PES8 ----- 0.5 0.5 
PES9 ----- ----- 0.5 
PES10 ----- ----- 0.75 
de los embriones somáticos (ESs) 
phytagel (0.3%) como agente gelificante
de ácido giberelico (GA3), las cuales se 
liminar aproximadamente el 80% 
 evaluó el efecto de 
 
ados para la 
 
o con la misma 





Tabla 5. Concentración de los reguladores de 
maduración de los ESs de 
 
 
Para lograr dicha desecación, l
sobre la superficie de un disco de papel de filtro estéril ubicado sobre e
medio de cultivo MS 
(tabla 5); después de este periodo, el papel de filtro 
fueron sembrados directamente sobre el medio de cultivo
 
Para la evaluación de cada tratamiento empleado durante la maduración 
utilizaron aproximadamente
y/o callos embriogénicos provenientes de la et
recipientes con 10 explantes cada uno. 
 
Los ESs fueron subcultivados cada 
Durante esta etapa se evaluaron los siguientes parámetros:
contaminación, color, crecimiento y tipo de estructura
cada embrión. 
 
5.2.7 Germinación y conversión en 
Los embriones somáticos (
composición en cuanto a vitaminas, carbohidratos, a
gelificante, fue la misma utilizada en la etapa de maduración
diferencia radicó en la concentración 




C. x powellii “album”. 
TRATAMIENTO COMPOSICIÓN 
MES1 GA3 (0.5 mg/L) 
MES2 GA3 (0.75 mg/L) 
MES3 GA3 (1.0 mg/L) 
MES4 GA3 (1.5 mg/L) 
MES5 GA3 (2.0 mg/L) 
os ESs se transfirieron durante 
suplementado con diferentes concentraciones de 
se retiró y los embri
.  
 400 unidades experimentales 
apa 5.2.4), distribuidas en 
 
tres semanas y fueron expuestos
s 
plántula 
ESs) fueron transferidos al 
ntioxidantes y agente 
de los reguladores de crecimiento
n en la tabla 6. 








 a la luz. 
 oxidación, 
desarrolladas por 
medio MS cuya 
 (5.2.6). La 
 
  
Tabla 6. Concentración de los reguladores de crecimiento 





















Los ESs fueron subcultivados periódicamente cada 
expuestos a la luz.
germinación de los ESs se utilizaron 60 unidades experimentales (ESs 
individuales  y/o callos embriogénicos provenientes de
distribuidas en 10 recipientes con 6 explantes cada uno (ESs individuales y 
callos embriogénicos). 
para la germinación de ESs
los siguientes parámetros 


















1.0 0.2 ----- ----- 
1.5 0.2 ----- ----- 
2.0 0.2 ----- ----- 
1.0 0.5 ----- ----- 
1.5 0.5 ----- ----- 
2.0 0.5 ----- ----- 
1.0 ----- 0.2 ----- 
1.5 ----- 0.2 ----- 
2.0 ----- 0.2 ----- 
1.0 ----- 0.5 ----- 
1.5 ----- 0.5 ----- 
2.0 ----- 0.5 ----- 
0.75 ----- 0.1 0.5 
0.75 ----- 0.1 0.2 
0.75 ----- 0.1 0.1 
0.3 ----- 0.1 0.1 
0.1 ----- 0.1 ----- 
cuatro semanas y 
 Para la evaluación de cada tratamiento empleado en la 
 
Con el objetivo de identificar las condiciones óptimas 
 de C. x powellii “album”, se tuvieron en cuenta
durante su desarrollo: oxidación, 
 crecimiento.  


























5.3 TOMA DE DATOS Y 
En cada experimento se 
proceso presentaron
crecimiento y tipo de callo; con esta información se seleccion
cual se obtuvieron
considerable. En el anexo 4 se presenta la tabla para el regist
En este estudio se utilizó
análisis de conglomerado
para determinar la relación y efecto de cada una de las variables sobre la 
inducción de callos 
estadísticos SPSS 10.0 e 
más efectivos durante la inducción de callos (5.2.3) se realizó un 
conglomerados a través de 
global de crecimiento
agrupación de encadenamiento promedio, 
medida de similaridad y
con 6-BAP y kinetina 
Para analizar si existían diferencias significativas entre los conglomerados 
conformados luego de hacer dicho análisis en InfoStat 2007 d.3., se realizó 
un análisis de varianza
permitió comparar el porcentaje promedio de crecimiento en cada uno de 
ellos, por medio de la prueba de comparaciones múltiples de Scheffé 
(adecuada para grupos con distinto tamaño) y posteriormente
cumplían el requerimiento de normalidad y homocedasticidad
(homogeneidad de varianzas






evaluó la cantidad de explante
: fenolización, oxidación, necrosis, contaminación, color, 
 los callos en óptimas condiciones y 
 el análisis de varianza y la técnica 
s (Freud et al., 2000; Pedroza and Dicovskyi
y la ES de C. x powellii “album” a través de los software 
InfoStat 2007 d.3. Para determinar los medios MS 
InfoStat 2007 d.3., utilizando
 de los ESs. Como variable de análisis, 
iii) la distancia euclidea como 
 iv) los medios que contenían 2,4-D en combinación 
como variable de clasificación. 
 (ANOVA) con el software estadístico SPSS 
 (Mongay 2005)). Este tipo de análisis 
obtuviero
s que durante el 
ó el medio en el 
con crecimiento 




: i) el porcentaje 
ii) el método de 
que 
 se verificó si 
 





El análisis de los resultados obtenidos durante esta investigación se realizó 
siguiendo el esquema de la figura 5, en 
etapas por las que 
inducir la embriogénesis 
Figura 5. Etapas desarrolladas 
somática (ES) en Crinum x powellii 
 
6.1 DESINFECCIÓN DE 
La superficie externa 
contaminada por diferentes hongos y bacterias que atacan a los géneros 
Amaryllis, Crinum y 
2007; Black, 2000)
exhaustivo de los bulbos 
para el establecimiento de esta importante especie.
 
El protocolo de desinfección
buenos resultados 
etapa de inducción 
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6. RESULTADOS Y DISCUSION 
el cual se destacan las diferentes 
se transfirieron los diversos materiales 
somática (ES) en Crinum x powellii 
durante la inducción de 
“album” (ESs: embriones somáticos)
LOS BULBOS DE Crinum x powellii 
de los bulbos de C. x powellii “album”
Narcissus (Bonilla et al., 2003; Gutiérrez and Cabrera, 
; por esta razón, se realizó un proceso de
previo a la obtención de los explantes empleados 
 
 (5.2.1) se presenta en el anexo 1, 
en el control de la contaminación microbiana





   
“album” 
 pudo ser 
 desinfección 
produjo 
 durante la 
  
C. x powellii “album”
6.2% de un total de 3608 explantes utilizados
tabla 7. 
 
Al comparar estos resultados
quienes obtuvieron 14% de contaminación cuando emplearon un protocolo 
de desinfección similar al de este trabajo durante el establecimiento del 
cultivo in vitro de esta especie, se concluye que las modificaciones realizadas 
a dicho protocolo en este trabajo 
los explantes  empleados.
 
Tabla 7. Porcentaje de contaminación de los explantes de 





Es de destacar que
fué más efectivo que los que han sido utilizados en la 
vegetal inicial para el establecimiento de
la familia Amaryllidaceae
blossom, Orange souvereign
porcentaje de contaminación fue 
 
6.2 INDUCCIÓN DE CALLO
De acuerdo a lo mencionado
5, en esta etapa se evaluaron diferentes 
C. x powellii “album”
reguladores de crecimiento (2,4
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 (figuras 3 y 4), al presentarse una contaminación de 
 tal como se observa en  la 
 con lo reportado por Niño et al., (2005), 





% DE EXPLANTES 
AFECTADOS
 222 6.2
 el protocolo de desinfección establecido en est
asepsia del material 
l cultivo in vitro de otras especies 
: Hippeastrum sp (Vargas et al
 y Red lion (Amaral, 2005); en las cuales 
bastante alto (20 - 45%). 
S 
 en la sección 5.2.3 y como se ilustra en la figura 
explantes provenientes del bulbo de 
 y así como diferentes concentraciones de los
-D, 6-BAP y kinetina), de los 













6.2.1 Determinación del tipo de explante 
callos 
De los cuatro tipos de explante que fueron evaluados 
callos (IM: cormos internos de la pa
de la parte basal del bulbo; EM: cormos externos de la pa
EB: cormos externos de la pa
se estableció que los explantes tomados de los cormos internos de la parte 
basal del bulbo (IB) respondieron mejor a cualquiera de los tratamientos
empleados; por ejemplo, 
BAP (tratamiento IC4 a IC35)
presentaron formación de callo
experimento, mientras que 
mostraron porcentajes de crecimiento mucho más bajos (3 a 7%), 
se observa en la figura 6
Figua 6. Porcentaje de crecimiento 
experimento con los medios que cont
considerando los diferentes tipos de explante
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, cuyo efecto sobre la inducción de 
  
óptimo para la inducción de 
durante
rte media del bulbo; IB: cormos internos 
rte media 
rte basal del bulbo, presentados en la 
en los medios MS suplementados con 2,4
, el 34% de los explantes procedentes
s friables a los 34 días de iniciado el 
los provenientes de  las secciones 
. 
de callos a los 34 días de iniciado el 
enían 2,4-D en combinación co
 empleados. 
los callos se 





 de IB 








MS suplementado con 2,4
como explante los 
basales del bulbo); además
totipotentes puesto que en estos se encuentra el tejido meristemático en las 
Amaryllidaceae, los cuales dan
brotes axilares, así como 
 
En la propagación 
mejores resultados al cultivar
presencia de ANA (0.1 mg/L) y 6
otra parte, en la inducción de 
papyraceus cv. Shirazi, se utilizaron como explantes 
basales del bulbo 
vitro de Hippeastrum 
Leucojum aestivum
partes del bulbo presentaron resultados satisfactorios.
 
6.2.2 Efecto del 2,4
de callos 
En los tratamientos 
2.0 y 4.0 mg/L) en ausencia de citoquinina
significativo de los 
explantes presentaron
avanzó hasta cubrir completamente el explante, caracterizándose por un 
cambio en su coloración y la 
hacia el medio de cultivo
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fueron similares a los obtenidos por Sage et al., (2000), 
 una respuesta mejor durante la inducción de la 
S) de Narcissus pseudonarcissus 
-D (0.1mg/L) y 6-BAP (0.1 y 1.1 mg/L)
escapos florales (presentes en los 
, encontraron que los cormos internos 
 origen a nuevas hojas, escapos florales y 
a los cormos de almacenamiento de nutrientes
in vitro de Hippeastrum x chmielii Chm. se 
 cormos de los bulbos sobre medio MS en 
-BAP (0.5 mg/L) (Ilczuk et al., 2005)
los embriones somáticos (ESs
los 
(Anbari et al., 2007); mientras que en la propagación 
sp. (Smith et al., 1999; Vargas et al., 2006) y de 
 L. (Diop et al., 2007; Bogdanova et al., 2009) todas las 
 
-D en ausencia de citoquinina durante la inducción 
IC1, IC2 e IC3 (tabla 3), en los que se utiliz
, no se produjo
callos. A los tres primeros días de iniciado el cultivo
 oxidación alrededor de las zonas de los
secreción de pigmentos rojizos o carmelitas 
 (figura 7a y b); lo cual fue ocasionado 
cvs en el medio 






) de Narcissus 
cormos internos 
in 
ó 2,4-D (1.0, 
 crecimiento 
, los 
 cortes, la cual 
por la 
  
senescencia o muerte de 
2007).    
Figura 7. Efecto de los tratamientos 
powellii “album”: a) Explantes a los tres días de iniciado el cultivo. b) Cambio 
en la coloración del medio de cultivo a los 5 días de 
c) Callo friable oxidado. d) Callos necrosados después de dos meses de 
cultivo. 
 
Después de 10 días de iniciado el experimento, en los 
(con 1 y 2 mg/L de 2,4
algunos explantes; 
se observaron cambios considerables en su crecimiento
como callos proliferantes
de calidad baja, debido a 
la pérdida total del material vegetal cultivado en los tratamientos 
(figura 7c y d). 
 
En investigaciones realizadas por 
medio basal MS su
de callos en C. x powellii 
2 mg/L de 2,4-D; lo cual concuerda con lo reportado por 
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tejido durante la obtención del explante
IC1 - IC3 en los explantes de 
iniciado el experimento. 
tratamientos IC1 e IC2 
-D, respectivamente) se formaron 
sin embargo, conforme avanzó la fase de inducción, no 
 y no 
. Los callos formados fueron de tamaño
su oxidación alta y posterior necrosis
Niño et al., (2005) se determinó que el 
plementado con 2,4-D (1, 2 y 4 mg/L) permit
“album”, presentándose los mejores resultados con 




callos friables en 
se comportaron 
 reducido y 
, ocasionando 
IC1 a IC3 
ió la inducción 
, 
  
quienes determinaron que 
ausencia de citoquininas 
de Narcissus confusus
 
Mientras que en Scirpus robustus
la inducción de callo
ausencia de citoquininas
dichas investigaciones difieren con lo 
pesar de la inducción de
crecimiento y posterior proliferación
establecimiento del cultivo 
factores como la competencia o predisposición genética de los explantes, 
época en la que fueron obtenidos y la 
 
6.2.3 Efecto del tratamiento con antioxidantes
durante la inducción de callos
Debido a la oxidación 
citoquinina durante
efecto de dos antioxidantes: polivinilpirrolidona (P
combinación con cisteína 
suplementados con 2,4
IC20 – IC22) presentados en la tabla 3
empleados para control
in vitro de varias especies vegetales 
 
Cabe anotar, que los tratamientos evaluados 
composición de auxina/citoquinina y 
de los antioxidantes
concentración de 2,4
que al primero se le adicionó
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las concentraciones de 2 y 4 mg/L de 2,4
fueron las más efectivas para la inducció
 (Amaryllidaceae).  
 (Cyperaceae) el medio más efectivo para 
s fue el MS suplementado con 1 mg/L de 2,4
 (Wang et al., 2004). Sin embargo, los resultados de 
obtenido en este trabajo, puesto que a 
 callos con 1 y 2 mg/L de 2,4-D no se logró su 
; es posible que el
in vitro de C. x powellii “album”, 
edad de la planta (Pérez
 en el medio de cultivo
 
alta producida al emplear 2,4-D en ausencia de 
 la inducción de callos (datos no mostrados)
VP (100 mg/L)
(50 mg/L), en los medios de inducción de callo
-D y 6-BAP (tratamientos IC4 – IC9,  IC15 
. Dichos antioxidantes
ar el pardeamiento oxidativo durante la propagación 
(Nordberg et al., 2001).
contenían
solo diferían entre sí en la concentración 
; por ejemplo, IC4 e IC15 (tabla 3) 
-D y 6-BAP (ambos a 0.5 mg/L), diferenciándose 
 PVP, mientras que al segundo
-D en 
n de callos 
-D en 
 éxito del 
esté afectado por 
la 
, 1998).  
 
, se evaluó el 
) sola y en 
s 
– IC17 e 
 han sido 
 
 la misma 
tenían la misma 
solo en 
 se le suministró 
  
tanto PVP como cisteína; 
exclusivamente del efecto de éstos sobre 
de C. x powellii “album”
 
En general, se presentó 
medios MS que contenían PVP sol
excepción de los tratamientos IC4 e IC5, cuyo porcentaje de oxidación fue de  
60 y 53% respectivamente)
los medios que contenían PVP (100 mg/L) y cisteína (50 mg/L) presentaron 
los porcentajes de oxidación más bajos a los 19 días
experimento, siendo 
BAP) el más efectivo para 
powellii “album”.  
Figua 8. Porcentaje 
con los medios que contenían
mg/L); medios IC15 
mg/L).  
 
Los resultados obtenidos en este trabajo en cuanto al control de la oxidación 
de los explantes empleados para la inducción de callos, coinciden con lo 
 
72 
por lo tanto, los resultados depend
el material vegetal
.  
poca oxidación en los explantes cultivados en los 
a o en combinación con cisteína
; sin embargo, tal como se observa en la 
el tratamiento IC17 (0.5 mg/L de 2,4-D y 1.5 mg/L de 6
controlar la oxidación de los 
de oxidación a los 19 días de iniciado el experime
 antioxidante. Medios IC4 
- IC17 e IC20 - IC22: PVP (100 mg/L) + cisteína (50 
ían 
 cultivado in vitro 
 (con 
figura 8, 
 de iniciado el 
-
cormos de C. x 
nto 
- IC9: PVP (100 
  
reportado por Malabadi et al., (2005),
por compuestos fenólicos
brotes apicales de 
con cisteína al medio de cultivo
iniciación de los cultivos embriogénicos; además, concluyeron que la 
presencia de antioxidantes a concentraciones altas puede interferir con el 
sistema de transporte de electrones, perturbando el metabolismo energético 
del explante. 
 
Aunque no se evalu
inclusión en el medio de cultivo 
considerablemente en el control del pardeamiento oxidativo de los explantes 
de C. x powellii “album”; 
por Gómez et al., (1995),
vegetal durante la obtención de callos y 




Gómez, (2007), quien 
que PVP (300 mg/L
vitro de dos genotipos de caña de azúcar. Igualmente
fresa controlaron la oxidación 
explantes tratados 
(Sánchez et al., 2004)
 
La poliamida PVP, al ser un
para determinados compuestos orgánicos, como fenoles, los cuales 
atrapados por la PVP luego de reaccionar con los grupos carboxilo que ésta 
presenta, no se oxida
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 quienes lograron reducir la oxidación 
 y la necrosis de los explantes
Pinus patula (Pinaceae), al incluir PVP en
 y favorecen la supervivencia de estos para la 
ó el efecto de la cisteína por sí sola, fue 
en combinación con PVP influy
estos resultados concuerdan con
 quienes disminuyeron la oxidación del material 
la regeneración de pl
al utilizar cisteína
. 
ron semejanzas con los resultados obtenidos por 
determinó que la cisteína (50 mg/L) 
) para disminuir la oxidación durante el establecimiento 
, en el cultivo 
con cisteína (4000 mg/L), mientras que los 
con PVP (50000 y 100000 mg/L), 
. 
 polímero posee funciones adsortivas específicas 
n, ni se polimerizan (Concepción et al., 2005; Gómez,
 provenientes de 
 combinación 
evidente que su 
ó 
 los encontrados 
ántulas en 
 (40 mg/L) como 
era más efectiva 
in 





2007). Mientras que la 
de cultivo, favoreciendo la oxidación
además, al ser un aminoácido, induce el desarrollo de los tejidos, puesto que 
contribuye con el suministro de nitrógeno para 
Gómez, 2007).  
 
6.2.4 Efecto del 2,4
de callos 
Teniendo en cuenta lo
antioxidantes sobre la inducción de callos, se adicionó 
cisteína (50 mg/L) 
combinación con 6-
oxidación de los explantes 
dichos medios. 
 
A los 8 días de iniciado
color crema en los 
1.0, 1.25, 1.5 y 2.0 mg/L)
mg/L), cuyo crecimiento fue considerable a los 34 días de cultivo. 
dos primeras semanas de iniciado el cultivo, en algunos 
observó un abult
posteriormente diferenció
explantes se presentó formación de callo
corte (figura 9 c y d
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cisteína reduce la formación de quinonas en el medio 
 baja de los explantes propagados; 
éstos (Sánchez et al., 2004; 
-D en combinación con 6-BAP durante la inducción 
s resultados obtenidos al evaluar el efecto de 
PVP (100 mg/L) y 
a los medios de cultivo MS que contenían 2,4
BAP (tabla 3, tratamientos IC10 – IC35)
durante el proceso de inducción de callo
s los experimentos se observaron 
tratamientos IC10 - IC35 que contenían 2,4
 en combinación con 6-BAP (0.25, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 
amiento en el tejido superficial 
 a callos friables (figura 9b); mientras que en otros 
s directamente en las zonas de 
).   
los 
-D en 
, para controlar la 
s con 
callos friables de 
-D (0.25, 0.5, 
Durante las 
explantes se 
(figura 9a) que 
  
Figura 9. Explantes con 
después de 63 días de iniciado el experimento en los medios MS 
suplementados con
 
Mediante un análisis 
5) que comprend
(conglomerado 1), de 8 a 15
3), lográndose establece
conglomerado fueron los más efectivos par
en la figura 10.  
 
Para analizar si exist
conglomerados constituidos
resultados del ANOVA y de la prueba de comparaciones múltiples de 
Scheffé, se determino que existían diferencias significativas entre los tres 
conglomerados y entre los tratamientos incluidos en cada uno de ellos, con 
un nivel de significancia 
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desarrollo de abultamientos (A) y c
 2,4-D (0.5, 1.0 y 1.25 mg/L) y 6-BAP (0.25 
de conglomerados se constituyeron tres 
ieron los porcentajes de crecimiento de 18 a 27
% (conglomerado 2) y de 0 a 3
r que los tratamientos pertenecientes al primer 
a inducir callos,
ían diferencias significativas entre los tres 
, se realizó un análisis de varianza
de p<0.001 (anexo 6).  
allos friables 




 como se observa 
. Según los 
  
Figura 10. Clasificación de los tratamientos evaluados utilizando 2,4
0.5, 1.0, 1.25, 1.5 y 2.0 mg/L) en combinación con 6
y 2.0 mg/L) según el porcentaje de crecimiento obtenido 
iniciado el experimento
correspondientes a cada tratamiento se presentan en la tabla 3)
 
De acuerdo a los 
mejor crecimiento de 
y 1.25 mg/L de 2,4
presentándose porcentajes de crecimiento más altos 
mg/L de 6-BAP (conglomerado 1)
fue la combinación más efectiva de 2,4
callos, puesto que 









-BAP (0.25, 0.5, 1.0, 1.5 
 (las concentraciones de 2,4
resultados obtenidos se puede inferir 
los callos en los medios MS suplementados con 
-D en combinación con 6-BAP entre 0.25 y 1.5 mg/L
(27 y 29%) al utilizar 1.0
. Sin embargo, no se logró establecer cuál 
-D y 6-BAP para la inducción de 




a los 34 días de 
-D y 6-BAP 
.  








Figua 11. Porcentaje de crecimiento 
iniciado el experimento con los medios incluidos en el conglomerado 1. 
 
Por otra parte, los medios MS semilíquidos suplementados con 
0.4, 0.6 y 0.8 mg/L) y 6
para la inducción de callos
crecimiento por la baja tasa de oxigenación 
Valdez, 2006). Sin embargo, en 
ovarios aislados de los bulbos cultivados en medio líquido MS suplementado 
con 2,4-D y 6-BAP, aunque el éxito al utilizar dicho medio se atribuy
los explantes fueron dejados por una semana en 
pretratamiento antes de
antes de cultivar los explantes de 
líquido con 2,4-D y 6
inicialmente en el medio sólido
 
Después de 9 semanas de cultivo la proliferación de callo
a que muchos de ellos
prolongada de los tejidos a las concentraciones empleadas de 
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de callos obtenido a los 34 días de 
-BAP (0.2, 0.4, 0.8 y 1.0 mg/L) no fueron efectivos 
 en C. x powellii “album”, puesto
(Arias et al., 2009; T
Narcissus L., la ES se indujo
el medio sólido como 
 ser transferidos al medio líquido; es posible que 
C. x powellii “album” en medio 
-BAP hubiera sido necesario acondicionarlos 
 (Malik, 2008).    
s
 se necrosaron, a causa posiblemente 
 
2,4-D (0.2, 
 que no hubo 
rujillo and  
 a partir de 
ó a que 
MS semi-
 se detuvo debido 
de la exposición 
  
auxina/citoquinina 
crecimiento de los callos 
 
Estos resultados son similares a lo
inducción de callos de 
determinaron que el 
mg/L de 6-BAP, mientr
presentó la tasa de inducción 
mayoría de los callos 
- 2 mg/L) y 2,4-D (
proliferación disminuyó 
mg/L, mientras que la inducción de callo
considerablemente cuando la concentració
mg/L. 
 
Por otra parte, Pavlov et al., (2007)
aestivum (Amaryllidaceae) obtuvieron 
explantes se sembraron en 
y 2 mg/L 6-BAP; mientras que 
1.5 mg/L de 2,4 D 
powellii “album”. 
 
6.2.5 Efecto del 2,4
inducción de callos
A los 8 días de iniciado el experimento con los tratamientos que contenían 
2,4-D en combinación con
diferentes tipos de tejidos: callos friables, callos algodonosos, 
en el tejido superficial del explante y/o elongación del mismo
presentan en la figura 12; además, en algunos casos se 
tipo de callo en un mismo explante. 
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(2,4-D/6-BAP), las cuales pudieron intoxicar e 
(Jiménez, 2001). 
s reportados por Chen et al., (2005) 
Narcissus chinese (Amaryllidaceae
medio MS más efectivo contenía 1 mg/L de 2,4
as que el medio que sólo contenía 0.
de callos más baja; además, 
desarrollados en los medios que conten
0.5 - 1 mg/L) eran friables, de color 
cuando la concentración de 6-BA
s de C. x powellii “album”
n de dicha hormona fue de 2 
 en la inducción de callos de
los mejores resultados cuando los 
el medio MS suplementado con 3 o 4 mg/L 2,4 D 
en este trabajo concentraciones superiores 
y 2 mg/L 6-BAP fueron tóxicas para los explantes de 
-D en combinación con kinetina
 





-D y 0.5 
5 mg/L de 2,4-D 
observaron que la 
ían 6-BAP (0.5 
amarillo y su 





 durante la 
observaron 
abultamiento 
, los cuales se 
formó más de un 
  
Figura 12. Tipo de tejido desarrollado en los medios MS suplementados con 
2,4-D (1.0 mg/L) y 
después de 34 días de cultivo
70% del explante. b) Elongación del explante 
del explante (CF). d) Explantes con: 
(derecha) y formación de callo friable (izquierda)
y abultamiento. f) Callo algodonoso (CA) y friable.
 
En la figura 13 se presenta el porcentaje de crecimiento de los diferentes 
tipos de tejidos obtenidos con los
kinetina cuyo porcentaje de crecimiento fue superior al 66% (tratamientos 
IC44, IC45, IC46, IC48, IC49 e IC50), obteniéndose




kinetina (1.0 y 1.5 mg/L) para la inducción de callo 
. a) Abultamiento (A) desarrollad
(CE). c) Callo friable en la base 
abultamiento del tejido superficial 
. e) Explante con callo friable 
 
 medios MS suplementados con 2,4
 en mayor proporción la 
.  
 
o en más del 
-D y 
  
Figura 13. Porcentaje de crecimiento de los 
desarrollados en los 
(tratamientos IC44, IC45, IC46, IC48
 
Después de 34 días 
los medios MS suplementados con 1.0 y 1.5 mg/L de 2,4
0.5 a 1.5 mg/L. El análisis de conglomerados
de 2,4-D y kinetina
crecimiento fueron de
(conglomerado 2) y 
los medios pertenecientes al p
en la inducción de callos
 
El análisis de varianza
existían diferencias significativas entre 
tratamientos incluidos en éstos; los resultados de estos análisis se presentan 




diferentes tipos de tejido
diferentes medios de inducción MS con 2,4
, IC49 e IC50). 
de cultivo se presentó mejor crecimiento de 
-
 (anexo 7) de
 se integraron en tres grupos, cuyos
l 77 a 91% (conglomerado 1), 
del 50 a 69% (conglomerado 3), se logró establecer que 
rimer conglomerado fueron los más efectivos 
, como se presenta en la figura 14. 




-D y kinetina 
los callos en 
D y kinetina entre 
 los tratamientos 
 porcentajes de 
del 36 a 41% 
al igual que los 
  
Figua 14. Clasificación de los tratamientos evaluados utilizando 2,4
1.5 mg/L) en combinación con 
de crecimiento de callos 
 
En la figura 15 se observa que los medios MS más efectivos para 
inducción de callos
combinación con 1.0 y 1.5 mg/L de kinetina
Figua 15. Porcentaje de crecimiento 
iniciado el experimento con los 




kinetina (0.5 – 2.0 mg/L) según el porcentaje 
obtenido a los 34 días de iniciado el experimento
 friables fueron los que contenían 1.0 mg/L de 2,4
 (tratamientos IC45 e IC46)
de callos obtenido a los 34 días de 
tratamientos incluidos en el conglomerado 1 
.  
 







A los 41 días de cultivo
formación de ESs globulares y alargados de color crema
en la figura 16, particularmente en los 
2,4-D con cualquier concentración de kinetina
correspondientes a 
octava semana de iniciado el cultivo,
medios suplementados con la combinación de 2,4
IC36 – IC51) fueron 
Figura 16. Apariencia de los callos obtenidos después de 41 días de iniciado 
el experimento con los medios
b) proliferación de callo. c 
somáticos (ESs) en su superficie.
 
Con base en los resultados obtenidos, se destaca que al utilizar 1 mg/L de 
2,4-D en combinación con kinetina (1 y 1.5 mg/L) se 
callos a partir de los explantes iniciales de los bulbos de 
alcanzando hasta un 91% de formación de callos, siendo menos efectiva la 
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 se presentó proliferación rápida de callos friables y 
, como se muestra 
medios MS que contenían
 (0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg/L
los tratamientos IC44 - IC47; por tal razón, a partir de la 
 todos los callos desarrollados en los 
-D y kinetina
transferidos a los tratamientos IC44 – IC47
 MS suplementados con 2,4





 1 mg/L de 
), 
 (tratamientos 
 (tabla 3). 
 
-D y kinetina. a) y 
embriones 
 la mayor tasa de 
x powellii “album”, 
  
utilización de 2,4-
porcentaje de crecimiento no fue mayor al 29% (sección 6.2.4); además, al 




(2002), quienes evaluaron diferentes reguladores de crecimiento (2,4
ANA, IBA e IAA en combinación con 
callos a partir de explantes de bulbos de 
monocotiledónea), 
suplementado con 1 mg/L de 2,4
Sumaryono et al., (2008) 
del 2,4-D en la formación de callos en 
Jacq.), puesto que 
MS con 1.0 mg/L de 
 
Mientras que Kuehnle 
mayor proliferación de callo
(Araceae) en el medio MS suplementado con 
de kinetina; en C.
produjo con 1.0 mg/L de 2,4
 
Referente a la inducción de 
de 2,4-D en combinación con 
resultados similares con lo reportado por 
indujeron la ES en 
suplementado con 1 a
 
En conclusión, el mayor porcentaje de formación de callos friables a partir de 
explantes de C. x powellii
 
83 
D solo o en combinación con 6-BAP, con la cual el 
la supervivencia de los 
, originando proliferación rápida de los callos.
n con lo reportado por Chaudh
6-BAP y kinetina) para la inducción de 
Scilla siberica
obteniendo los mejores resultados en 
-D y 0.5 mg/L de kinetina
reportaron resultados similares en cuanto al efecto 
palma de aceite (
lograron la inducción y proliferación de 
2,4-D y 0.1 mg/L de kinetina.  
et al., (1992) y Del Rivero et al., (2008) obtuvieron 
s en híbridos de Anthurium 
1.8 mg/L de 2,4
 x powellii “album” la mayor proliferación de callos 
-D y 1.0 mg/L de kinetina.   
la ES de C. x powellii “album” lograda con 1 mg/L 
kinetina (0.5, 1, 1.5 y 2 mg/L) se obtuvieron 
Kuehnle et al., (1992), quienes 
híbridos de Anthurium andraeanum 
 4 mg/L de 2,4-D y 0.33 mg/L de kinetina
 “album”, se obtuvo en el medio basal MS 
  
uri and Sen, 
-D, 
 (Hyacinthaceae, 
el medio MS 
. Por otra parte, 
Elaeis guineensis 
éstos en el medio 
andraeanum 
-D y 0.5 mg/L 
se 
en el medio MS 
. 
  
suplementado con 1.0 
mg/L), utilizando PVP (100 mg/L) y cisteína (50 mg/L) como agentes 
antioxidantes. El tipo de explante óptimo para inducir callos 
proveniente de los cormos internos de la parte basal del bul
posible inducir la formación de embriones somáticos (ESs) bajo dichas 
condiciones de cultivo
 
6.3 INDUCCIÓN DE EMBRIONES SOMÁTICOS
Después de seis semanas de iniciado el experimento,
los tratamientos IC14 
contenían 2,4-D (0.5, 1.0, 1.25 y 1.5 mg/L)
mg/L) fueron transferidos
vitaminas y de 6-BAP
concentración de 2,4
0.2% para proporcionar consistencia semilíquida
de callos.  
 
Dos semanas después de haber transferi
MS con reducción de 2,4
en medio semi-líquido
crema y consistencia dura
se disminuyó el 2,4
por callo (figura 17 
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mg/L de 2,4-D en combinación con kinetina (1.0 y 1.5 
.  
 (ESs) 
 los callos 
– IC17, IC20, IC21, IC24, IC25, IC26 e IC29, que 
 y 6-BAP (0.25, 0.5, 1.0 y 1.5 
 al medio MS con la misma composición de 
 empleadas para la inducción de callos, reduciendo la 
-D en un 40 y 80% y la concentración de agar 
 y estimular la proliferación 
do los callos friables a los medios
-D, manteniendo igual la concentración de 6
, se observó la formación de ESs globulares de color 
, resultando más efectivos los medios en los que
-D en un 40%, presentándose generalmente 
a y b). 
fue el tejido 
bo. Además, fue 
obtenidos en 






Figura 17. Estructuras embriogénicas obtenidas en los diferentes medios 
evaluados durante la inducción de embriones somáticos (ESs)
desarrollados en medio semi
ESs desarrollados en medio sólido en presencia de 2,4
Protuberancias de color verde claro y crema en los callos 
meristemático del botón flo
 
Después de diez s
número de ESs (Tabla 8) 
mg/L de 2,4-D en combinación con
en los tratamientos evaluados habían 40 callos friables, no fue posible 
obtener el porcentaje de 
durante esta etapa 
determinar la can







-líquido en presencia de 2,4-D y 6
-D y 
obtenidos
ral (con 2,4-D y kinetina). 
emanas de iniciado el experimento se 
en los medios MS suplementado
 0.5 mg/L de 6-BAP. Aunque inicialmente 
ESs formados en cada uno de ellos, puesto que 
dichos callos continuaron proliferando haciendo difícil 
tidad total de callos en los diferentes 
.  
 
. a y b) ESs 
-BAP. c y d) 
kinetina. e y f) 
 del tejido 
obtuvo el mayor 
s con 0.3 y 0.6 
tratamientos 
  
Tabla 8. Número de 




2,4-D (0.3 mg/L) + 6
2,4-D (0.6 mg/L) + 6
2,4-D (0.3 mg/L) + 6
2,4-D (0.3 mg/L) + 6
2,4-D (0.75 mg/L) + 6
2,4-D (0.75 mg/L) + 6
2,4-D (0.6 mg/L) + 6
2,4-D (0.9 mg/L) + 6
2,4-D (0.3 mg/L) + 6
2,4-D (0.75 mg/L) + 6
 
En la decimo séptima semana
a IC47 (tabla 3) se redujo la 
65% (en medio sólido) 
número de ESs (aproximadamente 15 por cada callo friable)
aparecieron como protuberancias de color c
desarrollados y posteriormente aumentaron de tamaño hasta desprenderse 
del tejido madre (figura 1
protuberancias de color verde claro y crema en los callos desarrollados 
partir del tejido meristemático presente en los cormos internos de la parte 
basal del bulbo de C. x powellii
 
Después de 2 semanas de haber transferido los callos friables al medio MS 
con reducción de 2,4
en el medio MS suplementado con 0.4 mg/L de 2,4
kinetina (tabla 9). En este caso, tampoco se pudo determinar el porcentaje de 
ESs obtenidos puesto que 




ESs obtenidos con los diferentes medios de crecimiento 
-D y 6-BAP. 
ÓN 
 
NÚMERO DE EMBRIONES 
SOMÁTICOS
-BAP (0.5 mg/L) 129 
-BAP (0.5 mg/L) 111 
-BAP (1.0 mg/L) 46 
-BAP (1.5 mg/L) 40 
-BAP 0.25 mg/L) 31 
-BAP (1.0 mg/L) 17 
-BAP (1.0 mg/L) 11 
-BAP (1.0 mg/L) 11 
-BAP (0.25mg/L) 9 
-BAP (0.5 mg/L) 7 
 de iniciado el cultivo en los 
concentración de 2,4-D y kinetina
respectivamente, estimulando la formación de un gran 
rema sobre los callos friables 
7 c y d). Por otra parte, se observaron 
 “album” (Figura 17 e y f).   
-D y kinetina, la mayor inducción de los 
-D y 0.375 mg/L de 




 en un 60 y 
, los cuales 
a 
ESs se obtuvo 
de los ESs como 
  
Con base en los resultados obtenidos, se infiere que la inducción de callos 
embriogénicos a partir de callos friables de 
utilizar el medio MS suplementado con 0.3 mg/L de 2,4
BAP o con 0.4 mg/L de 2,4
tratamiento el más efectivo, 
mucho mayor (tabla 9). 
 
Tabla 9: Número de 




2,4-D (0.4 mg/L) + 
2,4-D (0.4 mg/L) + 
2,4-D (0.4 mg/L) + 
2,4-D (0.4 mg/L) + 
 
Al igual que en C. x powellii
efectiva para inducir 
ejemplo, Sumaryono et al., (2008), lograron la ES en palma de aceite 
guineensis Jacq.) empleando 
et al., (1974) suplementado 
Lan et al., (2009), establecieron que 
(0.117 mg/L) eran 
Drimiopsis kirkii Baker
aumentó la inducción de 
formación de embriones y 
redujeron la embriogénesis y aumenta
 
En cuanto al efecto de la combinación de 2,4
callos embriogénico
para la inducción de 
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C. x powellii “album”
-D y 0.5 mg/L
-D y 0.375 mg/L de kinetina, siendo éste último 
puesto que la cantidad de ESs formados fue 
 
ESs desarrollados en los diferentes medios de 
-D y kinetina. 
 
NÚMERO DE EMBRIONES 
SOMÁTICOS
kinetina (0.125 mg/L) 397
kinetina (0.250 mg/L) 731
kinetina (0.375 mg/L) 888
kinetina (0.500 mg/L) 330
 “album”, la combinación de 2,4
ESs en diversas especies de monocotiledóneas. Por 
el medio líquido DF propuesto por 
con 0.01mg/L de 2,4-D y 0.01 mg/L de 
las concentraciones
esenciales para inducir la ES en explantes 
 (Liliaceae) y la combinación con kin
ESs; mientras que en ausencia de 2,4
las concentraciones altas de 
ron la formación de callos. 
-D y 6-BAP en la formación de 
s; Anbari et al., (2007) reportaron resultados similares 
la ES en Narcissus papyraceus











 bajas de 2,4-D 
de hojas de 
etina (0.5 mg/L) 
-D no hubo 
éste (1.18 mg/L) 
 
 cv. Shirazi 
  
(Amaryllidaceae); p
a partir de bulbos de 
Keverne al emplear medio MS supleme
0.113 mg/L de 6-BAP.
 
Por otro lado, la utilización de medio semi
cuando se usó 2,4
formación de estructuras embriog
D y kinetina solo afectaron
obtuvieron ESs. 
 
6.4 PROLIFERACIÓN DE EMBRIONES SOMÁTICOS
De los tratamientos
presentó embriogénesis repetitiva
y 0.5 mg/L 2,4-D (tratamientos 
cuando al aumentar el nivel de auxinas exógenas, se 
donde la histodiferenciación no 
2002). Los embriones
originales y estos a su vez generaron más embriones ocasionando un ciclo 
repetitivo, formando 
embriones limitando 
formación de una nueva plántula
 
Por otra parte, los medios 
en combinación con GA
muy poca cantidad de 
definidas que no a
Después de 15 días de 
la fase de inducción
(PES 1 a PES7) se presentó oxidación
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or otra parte, Sage and Hammatt, (2000),
Narcissus pseudonarcissus cvs. Golden Harvest and St. 
ntado con 1.305 mg/L de 2,4
  
-líquido en esta etapa fue favorable 
-D en combinación con 6-BAP (en medio sólido la 
énicas fue muy baja); mientras que con 2,4
 el crecimiento de los callos cultivados y n
 (ESs)
 evaluados para la proliferación de ESs
 en todos los medios MS 
PES1 a PES4); esta embriogénesis 
alcanza
avanza más allá de la etapa globular (Parrott, 
 nuevos crecieron fusionados sobre 
finalmente masas embriogénicas que no diferenc
su individualización y desarrollo independiente hasta la 
 (figura 18 a y b).  
MS que contenían 6-BAP (0.5 y 0.75 mg/L)
3 (0.5 mg/L) (tratamientos PES6 a PES8), generaron 
ESs, se observaron estructuras embriogénicas poco 
umentaron significativamente en tamaño, ni en número. 
permanencia de los embriones desarrollados 
 de los ESs (6.3) en los tratamientos con
 en los tejidos embriogénicos





 (Tabla 4), se 
que contenían 0.3 
ocurre 
 un punto en 
los embriones 
iaron a 
 solo o 
durante 
 2,4-D y/o 6-BAP 
. 
  
Figura 18. Estructuras embriogénicas obtenidas en los diferentes medios 
evaluados durante la etapa de proliferación de 
(ESs). a y b) Embriogénesis repetitiva en los medios que 
únicamente y en combinación 
presencia de GA3. e y f) Proliferación de 
de crecimiento. 
 
Al utilizar GA3 (0.5 y 0.75 mg/L)
medio (tratamientos 
embriogénicas más definidas, algunas de las cuales se desarrollaron hasta 
su fase globular; aunque se observó 
18 c y d). Mientras que al
(PES5), éstos prolifera
embriogénesis repetitiva que a diferencia de la observada en los medios 
que contenían 2,4-
en fase globular que podían ser separados y diferenciados fácilmente




los embriones somáticos 
con 6-BAP. c y d) ESs 
ESs en el medio libre de hormonas 
 como única hormona de crecimiento en el 
PES9 y PES10), se presentaron
un número bajo de nuevos 
 transferir los ESs al medio MS libre de hormonas 
ron rápidamente, debido al desarrollo de una 









Con respecto a los dos agentes gelificantes evaluados, agar (0.8%) y 
phytagel (0.3%), no se observaron diferencias en las características que 





Así mismo, los ESs
hormonas para estimular su proliferación y pos
 
Con base a los resultados obtenidos se 
proliferación del material embriogénico de 
transferirlos a medio
exposición prolongada a estas 
2001).  
 
Para lograr la proliferación de ESs de varias especies vegetales, s
utilizado diferentes concentraciones
crecimiento, cuyo efecto difiere de una especie a otra
bamboo (Dendrocalamus hamiltonii 
monocotiledónea), 
cada uno) indujo 
mientras que en 
proliferación de ESs 
(Portillo et al., 2007)
2,4-D (1.18 mg/L) en el medio de proliferación redujo la embriogénesis y 
aumentó la formación de callos




nte esta etapa. Sin 
la proliferación de los ESs se utilizó exclusivamente 
 soporte sólido de los medios de cultivo (Lee et al., 
 se mantuvieron durante 4 semanas en medio MS libre de 
terior desarrollo.
estableció que para 
C. x powellii “album”, 
s sin reguladores de crecimiento
fitohormonas inhibía su desarrollo
 y combinaciones de reguladores de 
. Por ejemplo
Nees et Arn. Ex Munro
el medio MS suplementado con 6-BAP y 2,4
la embriogénesis secundaria (Godbole
Agave tequilana Weber cultivar azul 
al aumentar la concentración de 6-BAP (
. En Drimiopsis kirkii Baker una concentración 
, pero al transferirlos al medio









-D (1.0 mg/L 
 et al., 2002); 
se estimuló la 
10 y 15 mg/L) 
alta de 
 MS libre de 
 
  
Anbari et al., 2007, obtuvieron mayor número de 
suplementado con 2,4
Por otro lado, en la 
monocotiledónea) 
Tricyrtis (Nakano, 2004)





para producir embriones repetitivos, 
período de tiempo 
que la auxina es removida
estadios de desarrollo: 
embriogénesis repetitiva
 
En ocasiones la adición de auxina al medio de cultivo 
de los ESs interrumpe el gradiente endógeno adquirido 
inhibiendo su desarrollo
 
6.5 MADURACIÓN DE 
Al transferir los ESs
crecimiento (6.4) a los 
suplementado con 
MES5, tabla 5), con modificación de las vitaminas 
Michayluk (KM) (1975) 
de tamaño desarrolla
diferentes formas (globular o alargada)




-D (1.6 mg/L), 6-BAP (1.6 mg/L) y 0.5 mg/L de 
regeneración in vitro de lychee (Litchi chinensis 
(Puchooa, 2004) y de diferentes especies del género 
, se obtuvo la proliferación de callo
.  
 de 2,4-D en el medio de cultivo para el desarrollo de 
varían según la especie, mientras que unas 
stante a la auxina (u otros reguladores de crecimiento) 
en otras solo es necesario 2,4
corto para inducir la embriogénesis repetitiva
, los ESs eventualmente pasan por los diferentes 
maduración y germinación, 
 (Puchooa, 2004).   
durante la proliferación 
 (Jiménez, 2001; von Arnold et al., 2002
LOS EMBRIONES SOMÁTICOS (ESs)
 que proliferaron en el medio MS libre de hormonas de 
medios de maduración, utilizando el medio basal MS
GA3 en un rango de 0.5 a 2.0 mg/L (tratamientos 
propuestas por 
y en condiciones de luminosidad, éstos aumentaron 
ndo brotes de color crema (figura 1
 (figura 19b, c y d)
igmentación verde y desarrollaron





-D por un 
 y una vez 
deteniéndose la 






9a) y verde de 
, otros formaron 
 raíces 
  
(Figura 20a); la coloración verde adquirida por los embriones se debe a 
la luz estimuló la diferenciación de cloroplastos
Figura 19. Embriones somáticos (ESs) que evolucionaron hasta formar 
estructuras alargadas en medio MS suplementado con GA
de un estereoscopio con 10X) durante la etapa de maduración.
Figura 20 Estructuras formadas a partir de ESs cultivados en m
suplementado con GA
globular alargado (BGA), brote alargado con ápice (BAA), brote globular (BG) 
y masas pro-embriogénicas (MPE)
 
Durante esta etapa se decidió utilizar 
durante la maduración se induce la dormancia;
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 (Taiz and Zeiger, 2006)
 
3 durante la etapa de maduración: 
.  
GA3, puesto que e
 por lo cual, 
que 
. 




raíces (R), brote 
n muchos casos 
son necesarios 
  
tratamientos con frío o aplicaciones de GA
crecimiento de los 
GA3 contribuye a la madura
(Jiménez, 2001). 
 
Los embriones que fueron sometidos a desecación durante una semana 
antes de transferirlos a
pigmentación verde y número de brotes en forma globular
20 b y c). En el desarrollo de la ES de varias especies como: 
(Oryza sativa l.) 
Manihot utilissima) (
Lumbu Hijau (Mariani et
similar al realizado en este trabajo
ESs con el fin de evitar 
 
En los tratamientos MES3 a MES5
mg/L) se presentó
estructuras más definidas, mientras que en los tratamientos MES1 y MES2 
(MS suplementado con GA
embriogénicas de color verde que no avanz
20d).  
 
En la tabla 10 se presentan las 
ESs cultivados en 
después de 4 semanas de cultivo
de maduración habían 400 unidades experi
evaluado; de dicha tabla se infiere que al utilizar GA
proliferación de los 
ESs continuaron 
producción de raíces se presentó con GA
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3 para acelerar la germinación y 
embriones (Rai and McComb, 2002). 
ción normal y a la germinación de los 
l medio MS suplementado con GA3 presentaron mayor 
 
(Saharan et al., 2004), mandioca (Manihot esculenta, 
Danso and Ford-Llyod, 2008) y ajo (Allium sativum 
 al., 2003), se empleó un proceso de desecación 
 antes de la etapa de maduración de los 
la germinación precoz.  
 (MS suplementado con GA
 el mayor desarrollo de los ESs, los cuales alcanzaron 
3 0.5 y 0.75 mg/L) se observaron masa
aron en su desarrollo
diferentes estructuras formadas a partir de los 
dichos tratamientos y el número total de ESs que habían 
; teniendo en cuenta que al iniciar la etapa 
mentales en cada medio 
3 2.0 mg/L hubo menor 
materiales cultivados, mientras que con GA
su proliferación y desarrollo; sin embargo, la mayor 
3 1.0 mg/L (MES3), aunque en este 
el 
Por otra parte, el 
ESs 
y alargada (figura 
arroz índico 
L.) cv. 
3 1.0, 1.5 y 2.0 
s pro-
 (figura 
3 1.0 mg/L los 
  
medio al igual que con GA
brotes globulares alargados, brotes gl
ESs aún unidos al tejido que les 
 
Tabla 10. Estructuras formadas a partir de embriones 
x powellii “album” durante su maduración. 
 












GA3 2.0 mg/L 
R: Raíz       BAA: Brote alargad
MPE: Masas pro-embriogénicas
 
Debido a que el mayor desarrollo de ESs se presentó en los tratamientos  
MES3 a MES5, posteriormente
tratamientos para su 
 
6.6 GERMINACIÓN Y CONVERSIÓN EN PL
Al transferir los ESs
diferentes concentraciones y combinaciones 
kinetina (tratamientos GCP1 a GCP17
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3 1.5 mg/L (MES4), se produjo gran cantidad de 
obulares y masas pro




















o con ápice        BG
             BGA: Brote globular alargado
 todos los ESs fueron transferidos a 
maduración y desarrollo. 
ÁNTULAS 
 a los medios de germinación, los cuales contenían 
de 2,4-D, ANA, GA
, tabla 6) no se observaron diferencias
-embriogénicas o 











: Brote globular       
  
estos 
3, 6-BAP y 
 
  
con lo que se obtuvo
de los ESs cultivados
algunos embriones llegaron hasta la fase escutelar, después de la cual se 
detuvo su desarrollo y otros formaron raíces, algunas con 
 
En los medios suplementados con 
GCP6) y kinetina (GCP7
necrosaron después de 3 semanas de cultivo. 
GA3 con ANA y kinetina
(GCP17), el crecimiento má
(figura 21 a, b y c)
similar a un callo friable en 
embriogénicas evolucionaron hacia la formación de 
amarillento, perdiendo su capacidad em
Figura 21. Estructuras formadas a partir de 
x powellii “album” cultivados en los diferentes medios de germinación
c) Formación de raíces de diferentes formas y espesor. 
estructuras alargadas, algunas de las cuales 
posteriormente. e) 




 en la etapa de maduración (6.5), en cuanto al desarrollo 
. Las masas pro-embriogénicas aumentaron de tamaño; 
pelos ad
GA3 en combinación con 6
 a GCP12) el desarrollo de los ESs
Por otra parte, al asociar el 
 (GCP13 a GCP16) o con 2,4-D en 
s significativo fue de raíces de coloración verde
, algunas de las cuales presentaban una protuberancia 





Callos y masas pro-embriogénicas con formación de callo 
sorbentes. 
-BAP (GCP1 a 
 se detuvo y se 




 d, e y f).  
ESs) de C. 
. a, b y 




Por consiguiente, no se 
de los tratamientos evaluados; 
auxinas endógena 
presentes en el medio de cultivo, estimular
de inducir el desarrollo de los embriones en 
2001). Se considera que las auxinas juegan un doble rol, donde el nivel 
endógeno de la auxina 
indispensable para la inducción de 
se pueden difundir
polarizante de estos fito
 
Por otra parte, la edad ontogénica de la 
como explante también es un factor determinante al inducir ESs; 
generalmente, los tejidos juveniles están más predispuestos (competentes) a 
la embriogénesis que otros que provienen de material adulto
1979; Jiménez, 2001; von Arnold et al., 2002
de una planta tienen varias 
las cuales contienen 
completa y funcional
a la inducción de ESs 
darán paso a la ES ni 
estímulos adecuado
composición del medio de cultivo
powellii “album”, es posible que
obtener los explantes estuviera predeterminada principalme
formación de raíces a pesar de haber logrado la inducción de los ESs 
(Tisserat et al., 1979)
 
En el caso de C. x powellii 
explantes no tuvieran competencia embriogénica, impidiendo reemplazar
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pudo alcanzar la formación de plántula
posiblemente los niveles 
por el tejido, al combinarse con las auxinas exógenas 
on la formación de raíces en lugar 
la fase escutelar
estimula la polaridad de las masas embriogénicas 
la ES, mientras que las auxinas exógena
 hacia las masas embriogénicas y bloquear el efecto 
-reguladores (Nomura and Komamine, 1995).
planta y del órgano o tejido utilizado 
;). Además, las diferentes partes 
respuestas a la inducción de células somáticas, 
la información genética necesaria para crear una planta 
. Sin embargo, si los tejidos y las células que se someten 
no son competentes embriogénicamente, 
al desarrollo de una nueva planta, así se les brinde los 
s a través de los reguladores de crecimiento
 y los factores externos. En el caso de 
 la parte basal del bulbo utilizada para 
.  
“album”, es factible que los tejidos utilizados como 
s en ninguno 
liberados de las 
 (Jiménez, 
s 
   




nte para la 
 el 
  
patrón de expresión de sus genes 
la embriogénesis y por ende el desarrollo de plá
Khurana, 2002; von Arnold et al., 2002
 
Los ESs de C. x powellii 
cultivo, cuya composición varió constantemente 
de desarrollo del embrión, por 
meses, desde su inducción a partir d
germinación y conversión en 
del medio como el periodo de cultivo pudieron reprimir su desarrollo o inducir 
la pérdida de su capacidad embriogénica después de alcanzar cierto 
de desarrollo. La pérdida 
usualmente resulta cuando el tejido de la planta 
in vitro por períodos
se atribuye al carácter embriogénico 
ocasionado por modificaciones en nutrientes del medio, alteraciones en 
proporción de nitrógeno/auxina
(Tisserat et al., 1979
 
Estudios realizados por 
sustancia promotora de la regeneración presente en los explantes recién 
aislados de diferentes especies vegetales 
al mantenerla por periodos prolongados en condiciones 
comportamiento de las células del tejido cultivado de 
pudo haber sido alterado
el momento de la regeneración, las células no fueron competentes
embriogénicamente
información genética que rige la regeneración se deterioraron o 
modificados durante el subcultivo
modificación de dicha sustancia promotora
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por el programa de expresión de genes de 
ntulas vía la 
).  
“album” se mantuvieron en diferentes medios de 
durante las diferentes
un lapso de tiempo aproximado de cinco 
e callos friables hasta la fase de 
plántulas; tanto los cambios en la composición 
progresiva de competencia embriogénica 
se mantiene en condiciones 
 largos a través de subcultivos repetidos 
prolongado de los tejidos cultivados 
 en los medios y reducción de sacarosa 
).  
von Arnold et al., (2002), indicaron
y que poco a poco va d
C. x powellii 
 a través de los cambios en el ambiente 
, debido a que los mecanismos reguladores de la 
 continuo generando la pérdida o 
 y del patrón de la regeneración
ES (Chugh and 
 etapas 
grado 
y en otros casos 
la 
 que existe una 
ecayendo 
in vitro; el 
“album” 





Igualmente, la información interna de las células que regulan la competencia 
embriogénica pudo deteriorarse 
incompetentes impidiendo la regeneración de plántulas; por otro lado, pudo 
ocurrir alteración en el 
mostrando pérdida gradual de la capacidad de regeneración a lo largo del 
cultivo, causado por 
el crecimiento de las células en el momento de 
para sintetizar sustancias o metabolitos esenciales para un óptimo desarrollo 
(von Arnold et al., 2002)
 
Las células somáticas inducidas de 
presentado aneuploid
relación con su condición de diploide
los callos, sino que también generó variaciones en 
de los mismos, reprimiendo así la regeneración de plántulas. Otro factor que 
pudo haber influido en la perdida de 
población de células embriogénicas inducidas, 
características de la 
cultivo, lo que ocasionó un fenómeno epigenético (
ADN que hace que unos genes se expresen o no dependiendo de las 
condiciones exteriores)
así las anomalías cromosómicas
 
Por otra parte, la proporción entre los reguladores de crecimiento empleados 
en las etapas de maduración
ES de C. x powellii 
celular y el desarrollo posterior de los ESs formados, puesto que tanto las 
auxinas como las citoquininas influyen en las diferentes fases del ciclo 
celular.  Las auxinas ejercen un efecto sobre la replicación del ADN, mientras 
que las citoquininas ejercen cierto control sobre las etapas que conduce a la 
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llevando a la acumulación de 
potencial morfogenético del material vegetal 
los reguladores de crecimiento exógenos que afectaron 
la división y su capacidad 
.  
C. x powellii “album” 
ía (presencia o ausencia de uno o más 
) que no solo impidió la regeneración de 
la composición genética 
la capacidad de regeneración de la 
fue un cambio de las 
expresión genética provocada por
cambios reversibles en el 
 de los explantes de C. x powellii “album
 (Gahan and George., 2008)
, germinación y conversión en pl




 el ambiente de 
” aumentando 
.  
ántulas de la 
 división 
  
mitosis. Por lo tanto, las auxinas podrían considerarse como "inductoras" del 
ciclo celular, mientras que las citoquininas se comporta
"promotoras", por ello la división celular requiere 
auxina/citoquinina óptima, 
cultivos celulares implica un reordenamiento de cromosomas
al., 2008). 
 
Se han utilizado n
concentraciones de reguladores de crecimiento
BAP) y auxinas (ANA, 2,4
90% de ESs germinados
mg/L de 2,4-D, 0.2 mg/L de 6
(tratamientos presentados en la tabla 6 de la sección 5.2.7)
germinación de ESs 
eventual obtención de plántulas
 
Por ejemplo, Sumaryono et al., (2008)
estado globular de palma de aceite 
monocotiledónea) al
concentraciones de 
2 mg/L de IBA complementado con 0.5 mg/L de 
Aunque para la germinación de 
IBA, sí se determin
concentraciones similares 
efectivas para tales propósitos
 
Durante la ES de 
ESs no germinaron 
kinetina; solo el 30% germinaron al ser
hormonas. La adición de
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debido a que una replicación tardía del ADN en los 
umerosos medios de cultivo que cont
, tales como c
-D) o libres de éstas, que han producido
 (Wilhelm, 2000). Sin embargo, la utilización de 0.02 
-BAP, 0.1 mg/L de kinetina, entre otros 
en C. x powellii “album”, no fueron efectivos para la 
.  
, lograron la germinación de 
(Elaeis guineensis 
 cultivarlos en presencia de 0.01 mg/L de 2.4
kinetina, obteniéndose la mayor tasa de germinación con 
kinetina y 0.1 mg/L de 
ESs en C. x powellii “album” no se evaluó 
ó que la presencia de 2,4-D, kinetina
a las utilizadas en el caso anterior, no fueron 
.  
Drimiopsis kirkii Baker (Liliaceae, monocotiledónea)
en el medio MS con 0.12 mg/L de 2,4
 transferidos a un medio libre de 
 kinetina (0.5 – 1.0 mg/L) mejoró 
rían como 
una relación 
 (van Staden et 
ienen bajas 
itoquininas (6-
 hasta un 
 durante la 
ESs en 
Jacq., 
-D y varias 
GA3. 
 y GA3 en 
, los 
-D y 0.5 mg/L de 
la germinación de 
  
los ESs cuando se 
germinación declinó drásticamente (Lan et al., 2009). 
Anthurium andraeanum
el mayor porcentaje de 
el medio MS suplementado con 0.4 mg/L de 6
Con relación a lo obtenido en esta investigación en 
presentó germinación, por lo tanto no 
citoquininas mejora
 
En contraste con lo reportado por 
germinación de plántulas de 
monocotiledónea), 
(1.0 mg/L), ANA (1 mg/L) y 
utilización de dichas auxinas por separado 
indujeron la formación de raíces e inhibieron el desarrollo de 
 
En cuanto a la utilización de 6
Augustine et al., (2008), reportaron la formación de raíces a partir de ESs
Curculigo orchioides
suplementado con bajas concentraciones de 6
desarrollo de plántulas 
x powellii “album”, las concentraciones evaluadas de 6
no fueron efectivas para la germinación de los ESs.  
 
Además, puesto que el potencial osmótico 
desarrollo adecuado de los ESs, 
estimular la división celular y 
inducidas a partir de los callos friables de 
de los tejidos en soluciones con alto potencial osmótico genera plasmólisis 
en las células, dando lugar a la ruptura de
 
100 
combinó con ANA (1.0 mg/L); sin embargo,
 lind. (Araceae, monocotiledónea) variedad ‘lambada’, 
ESs con germinación completa y parcial se obtuvo en 
-BAP (Del Rivero et al., 
ninguno de los casos se 
fue posible determinar si el uso de 
ba dicho proceso. 
Gopi and Ponmurugan, 
Ocimum basilicum 
la cual se dio en el medio MS suplementado con 2,4
kinetina (1.0 mg/L), en C. x powellii 
o en combinación con 
-BAP para estimular la germinación de ESs, 
 Gaertn (Amaryllidaceae) cultivados en el medio MS
-BAP (0.1 
con 0.5 mg/L de dicha citoquinina. Mientras que en 
-BAP (0.2 y 0.5 mg/L) 
    
del medio de cultivo 
éste pudo no haber sido
lograr la morfogénesis de las células somáticas
C. x powellii “album”
 las interconexiones entre las 
 la 
Mientras que en 
2008). 








– 0.3 mg/L) y el 
C. 
regula el 
 el ideal para 
 
; la ubicación 
  
células adyacentes al citoplasma (plasmodesmos)
membrana y la pared celular
sugerido que cuando las células y grupos celulares de las plantas superiores 
se encuentran aisladas por este proceso, hay mayor posibilidad de desarrollo 
embriogénico, puesto que se expresa la totipotencia
células conservadas
agua y en consecuencia el pote
cambios en el metabolismo y afectando su desarrollo (
Otro factor que pudo haber afectado la germinación de los ESs fue la 
producción de etileno 
estudios in vitro indican que el etileno puede afectar 
morfogénesis del material cultivado, 
índices de crecimiento, el desarrollo de raíces, la embriogénesis somática,
crecimiento de callos y regeneración de brotes
inhibir o mejorar la eficiencia, dependiendo de la especie eva
al., 2009). 
El etileno es la única hormona vegetal gaseosa sintetizada por la mayoría de 
las plantas superiores y puede ser producido por los tejidos vegetales 
cultivados in vitro, 
acumulan en el recipiente de cultivo
estimulada por varios factores como el tipo de material cultivado y su estado 
de desarrollo, los reguladores de crecimiento utilizados en el medio
(principalmente el ácido abscísico, las c
jasmonatos, los brasinoesteroides y las poliaminas), las heridas realizadas al 
explante durante el subcultivo y la práctica de quemar 
recipientes de cultivo 




 o a la separación de la 
, provocando la muerte de la célula
 del tejido cultivado
 en un ambiente con bajo potencial osmótico, pierden 
ncial de las células disminuye, generando 
Thorpe et al., 2008)
en el material cultivado de C. x powellii 
muchos aspectos de la 
como la germinación, la variación de los 
, aunque sus efectos pueden
haciendo parte de los compuestos volátiles que se 
 (Kumar et al., 1998); su biosíntesis es 
itoquininas, las auxinas, los metil
la parte superior de los 
con la llama de mecheros de alcohol o 
 (Ptak et al., 2009; Chang and Bleecker, 






luada (Kumar et 
 
-
de gas para 
  
Mediante la regulación
y el desarrollo de algunos tejidos 
hasta cierto punto y su efecto es estudiado usualmente por la adición de 
precursores del etileno como el ácido 
(ACC) y varios inhibidores entre los cuales se encuentran el 
(AgNO3), tiosulfato de plata 
cultivo o por el uso de adsorbentes de etileno (KMnO
AgNO3 inhibe la acción del etileno, mientras que el CoCl
los iones de plata bloquean específicamente la acción del etileno en 
respuestas como senescencia y retardo del crecimiento, su aplicación en el 
medio de cultivo permite mejorar la regeneración de tejidos de plantas
monocotiledóneas (Kumar et al.
El efecto del etileno sobre 
a medida que éstos avanzan por sus diferentes estadíos de desarrollo. Por 
ejemplo, durante la embriogénesis somática (ES) de 
(Amaryllidaceae), la 
suplementado con picloram (
síntesis de etileno disminuyó el crecim
AgNO3 (1.7 mg/L) 
fitohormona, la inducción de callos aumentó significativamente. 
Posteriormente, el ACC
desarrollo hasta la fase globular
(0.09 mg/L)  y zeatin
mediante el uso del KMnO
Durante la ES de caña de azúcar (
en el medio de cultivo del 
acción del etileno, favoreció la inducción y germinación de los ESs cultivados 
en el medio MS suplementado con  2,4
respectivamente (Nieves et al., 2007).
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 de la producción o la acción del etileno, el crecimiento 
cultivados in vitro pueden ser controlados 
1-aminociclopropano
(TSP), cloruro de cobalto (CoCl
4) (Ptak et al., 2009
2 inhibe su
, 2009).  
el cultivo in vitro de tejidos vegetales
Leucojum aestivum
inclusión del ACC (1.01 mg/L) al medio de cultivo MS
6.0 mg/L) y 6-BAP (0.1 mg/L) 
iento de callos; mientras que al utilizar 
y KMnO4 para reducir los niveles producidos de esta 
 (1.01 mg/L) estimuló la inducción de ESs
 en el medio MS suplementado con ANA 
a (1.1 mg/L), los cuales germinaron  al remover el etileno 
4 (Ptak et al., 2010).  
Poaceae, monocotiledónea
tiosulfato de plata (TSP) (2.3 mg/L
-D (3.0 mg/L) y ANA (
 Por otra parte, Sakhanokho et al., 
-1-carboxílico 
nitrato de plata 




 puede variar 
 
 
para estimular la 
 y su 
), la presencia 
), inhibidor de la 
1.0 mg/L) 
  
(2009), determinaron que 
8.5 mg/L) o de ácido salicílico (
estimularon la formación de callos y 
(Zingiberaceae, monocotiledónea
inhibieron su crecimiento.
Finalmente, en la figura 22 se presentan las 
durante la inducción de la embriogénesis somática en 
con la composición de los reguladores de crecimiento que resultaron más 
efectivos durante cada una de ellas. 
 
Figura 22. Esquema para la 








la presencia en el medio de cultivo de AgNO
10 – 14 mg/L), inhibidores del etileno, 
de ESs en Hedychium bousigonianum
), mientras que a conce
  
diferentes etapas desarrolladas 
C. 
 
inducción de la embriogénesis somática en 
Murashige y Skoog (1962); ESs: embriones somátic
3 (5 – 
 
ntraciones altas 







1. Se determinó que los cormos internos de la parte basal del bulbo de 
Crinum x powellii 
para obtener callo
mg/L de 2,4-D y 
mg/L) y cisteína (50 mg/L) para controlar la oxidación del tejido vegetal 
durante el establecimiento del cultivo 
 
2. Se indujo la embriogénesis somática indirecta 
“album”, a partir de callo friable cultivado en medio MS suplementado con 
2,4-D en combinación con 6
resultados estadísticamente representativos
0.375 mg/L de kinetina
 
3. Una vez inducidos los embriones
provenientes de
transferidos a medio MS libre de reguladores de crecimiento
proliferación; posterior
de la etapa de maduración
crecimiento), es posible que dichos embriones
escutelar y ocasionalmente hasta la cotiledonar.
 
4. Aunque los embriones obtenidos 
de ellos, se desarrolló
raíces abundante





“album”  presentaban el tejido con mayor totipotencia 
s friables en el medio basal MS suplementado con 1.0 
kinetina (0.5, 1.0 y 1.5 mg/L), en presencia de PVP (100 
in vitro. 
en Crinum x powellii 
-BAP y kinetina, presentándose mejores 
 con 0.4 mg/L de 2,4
.  
 somáticos a part
 bulbos de Crinum x powellii “album”, éstos deben ser
mente, si se realiza un proceso de desecación antes 
 (empleando GA3 como único regulador de 
 avancen
  
no diferenciaron a plántulas; 
 organogénesis caracterizándose por la 
s. Además se logró desarrollar el 80% de la 
. 
-D y 
ir de explantes 
 
 para lograr su 




5. Es altamente posible que el material vegetal seleccionado para obtene
explantes de partida 





























1. Puesto que se logró establecer la composición óptima de  los medios de 
cultivo para el desarr
“album”  hasta la etapa de maduración, 
factores como otro tipo de explantes, condiciones de luz y temperatura,
efecto del etileno sobre el desarrollo de los tejidos cultiva
para optimizar el proceso de 
 
2. Es necesario continuar con la evaluación de la composición óptima (en 
cuanto a reguladores de crecimiento) del medio de cultivo requerido para 
lograr la germinación de embriones somáticos de 
“album” y de esta manera completar el protocolo
embriogénesis somática 
 
3. Durante la inducción de la 
recomienda evaluar la 
tejidos cultivados, 
embriones somáticos inician la síntesis de compuestos de interés 
biológico y  de esta manera 
dichas etapas de desarrollo mediante la utilización de los medios y 




ollo de embriones somáticos de 
es posible evaluar nuevos 
la embriogénesis somática de esta especie.
Crinum x powellii 
 del desarrollo de
de esta especie.  
embriogénesis somática de esta especie, se 
presencia de metabolitos secundarios 
con el fin de identificar las etapas en las que los 
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Anexo 2. Soluciones stock para la preparación el me


















* Pesar 10 mg de Na
** Pesar 10 mg de CuSO






























33000 66 25 
38000 76  
 7400 14.8  
3400 6.8  
16.6 0.332 2.5 
124 2.48  
 378 7.56  
 172 3.44  
2O * 0.1  
 ** 0.01  
 *** 0.01  
 557 22.28 1.25 
2O 745 29.8  
 8800 176 2.5 
2MoO4.2H2O y disolver en 10 mL de agua. De ésta se toma
4.5H2O y disolver en 10 mL de agua. De ésta se toma


















n 5 mL 
n 0.5 mL 
n 0.5  mL 
  
Anexo 3. Diagrama de flujo para preparar 1 litro de medio de cultivo 






Anexo 4. Tabla para la toma de datos durante el seguimiento a cada experimento realizado
 
EVALUACIÓN DE LOS EXPLANTES DE crinum x powellii
EXPERIMENTO Nº    
EXPLANTE TOMADO:    
MEDIO: MS # 
FECHA DE SIEMBRA: 
FECHA DE SUBCULTIVO: 
TOTAL DE FRASCOS CON EXPLANTE: 
D: Dia de lectura       I: inóculo nº      
 
FR I D FENOLIZACIÓN NECROSIS CONTAMINACIÓN
 1            
 2            
 3            
 4            
 5            
 6            
 1            
 2            
 3            
 4            
 5            
 6            
 1            
 2            
 3            
 4            
 5            
 6            
INDICADORES PARA EL TIPO DE CALLO   f: Callo fiable    
INDICADORES PARA LA OXIDACIÓN  0.5: Poca oxidación




         
         
FR: frasco nº 
 OXIDACIÓN COLOR CRECIMIENTO TIPO DE CALLO OBSERVACIONES
                   
                   
                   
                   
                   
                   
                   
                   
                   
                   
                   
                   
                   
                   
                   
                   
                   
                   
    c: Callo compacto       n: Callo nodular          ce: Callo embriogénico
          1: Oxidación en el 50% del explante            1.5: Oxidación en más el 50% del 





 Anexo 5. Conglomerados obtenidos al evaluar el porcentaje de crecimiento 
total en la etapa de inducción de callo con 
2,4-D en combinación con 6
 
Anexo 6. Resultad
tratamientos evaluados durante la etapa de inducción de callo que contenían 
2,4-D en combinación con 6
significativas al comparar el porcentaje promedio de crec
de ellos.  
 
126 
los tratamientos que 
-BAP (IC18 – IC35). 
os del análisis de varianza (ANOVA) realizado a los 
-BAP para determinar si existían diferencias 















de Levene gl1 gl2
Anexo 7. Conglomerados obtenidos al evaluar el porcentaje de crecimiento 
total en la etapa de inducción de callo con los tratamientos que contenían 
2,4-D en combinación con 
Anexo 8. Resultados del 
tratamientos evaluados durante la etapa de de inducción de callo que 
contenían 2,4-D en combinación con kinetina para determinar si existían 
diferencias significativas a






























kinetina (IC36 – IC51). 
análisis de varianza (ANOVA) realizado a los 




7,0891 3,5446 72,8446 95,4054
2,6889 1,5524 31,4205 44,7795
6,7912 2,2637 54,3132 64,7535
16,8500 4,2125 52,6838 70,6412
Desviación
típica Error típico Límite inferior
Límite
superior
Intervalo de confianza para











 Anexo 8 (continuación)
 














La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.*. 
HSD de Tukey
Schefféa,b
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Usa el tamaño muestral de la media armónica = 4,320.a. 
Los tamaños de los grupos no son iguales. Se utilizará la media armónica


























































































Intervalo de confianza al
95%
84,1250
1,000
84,1250
1,000
3
